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Es erfolgte die Re-Evaluierung der Empfindlichkeitstestung von Tuberkuloseerregern mit 
dem  BacT/Alert-3D-System  (bioMérieux)  unter  besonderer  Berücksichtigung  des 
Materialwechsels  der  Kulturflasche  von  Glas  auf  Plastik.  Dazu  wurden  insgesamt  61 
vergleichende MHK-Bestimmungen mit diesen beiden Flaschentypen durchgeführt, wobei 
sechs  Antituberkulotika  (INH,  RMP,  EMB,  SM,  PTH  und  MOX)  sowie  zwölf 
Mykobakterienstämme  (davon  neun  Mtb.)  untersucht  wurden.  Dabei  findet  sich  kein 
Unterschied in den MHK-Werten zwischen Glas- und Plastikflaschen. Die Plastikflaschen 
sind  folglich  ebenso  wie  die  Glasflaschen  zur  Empfindlichkeitstestung  von 
Tuberkuloseerregern  mit  dem  BacT/Alert-3D-System  geeignet.  Bei  der  bisherigen 
Methode  wurde  bei  der  PZA-Testung  auf  die  Verwendung  der  Kontrollflasche  zur 
Festlegung  der  Untersuchungszeit  verzichtet,  weil  der  erniedrigte  pH-Wert  ein 
unverhältnismäßig langsames oder gar fehlendes Wachstum in dieser Flasche bewirkt. 
Durch Optimierung von pH-Wert (pH 5,9) und PZA-Testkonzentration (200 mg/l) wurde 
erreicht,  dass die PZA-Testung nach der gleichen Methode wie auch bei  den anderen 
Antituberkulotika praktiziert, durchgeführt werden kann. Im weiteren wurde untersucht, wie 
hoch der Anteil resistenter Mutanten in Mischkulturen sein muss, um erkannt zu werden.  
Dazu  wurden  dem  sensiblen  Stamm  H37Rv  jeweils  isogene  Mutanten  mit 
Monoresistenzen gegen INH, RMP oder SM bzw. EMB- und PZA-resistente Stämme in 
verschiedenen  Anteilen  zugesetzt.  Es  zeigte  sich,  dass  ein  Anteil  von  1% resistenter 
Stämme noch nicht sicher detektiert wird.
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1 Literaturübersicht
1.1 Ziele und Aufgabenstellung der Arbeit
Zielstellung  der  vorliegenden  Arbeit  ist  die  Reevaluierung  und  Optimierung  der 
Empfindlichkeitstestung  von  Tuberkuloseerregern  mit  dem  BacT/Alert-3D-System  von 
bioMérieux. 
Kurze  Zeit  nach  der  Markteinführung  des  MB/BacT,  dem  ersten  automatischen, 
nichtinvasiven und nicht-radioaktiven Mykobakterien-Kultivierungs- und Detektionssystem, 
konnte  gezeigt  werden,  dass  dieses  System  auch  zur  Empfindlichkeitstestung  von 
Tuberkuloseerregern  geeignet  ist  (Beer  et  al.,  1997).  Das  MB/BacT-System  (später 
BacT/ALERT-3D-System) wurde seinerzeit von Organon Teknika (OT; Akzo Nobel N.V.) 
vertrieben.  Unterstützt  durch  die  OT  Deutschland  GmbH  wurde  die  vorgeschlagene 
Methode evaluiert, optimiert und kommerzialisiert (Díaz-Infantes et al., 2000; Tortoli et al.,  
2000; Ängeby et al., 2003). Diese Methode wird im Weiteren als OT-Methode bezeichnet. 
Das  System  wurde  schließlich  von  der  Firma  bioMérieux  übernommen,  welche  die 
Weiterentwicklung der Empfindlichkeitstestung nicht forcierte.
Seit  der  Einführung  der  OT-Methode  wurden  verschiedene  technische  Parameter  des 
Systems  verändert  (Flaschengröße,  Flaschenform,  Flaschenmaterial,  Nährmedium, 
Software,  Gerätedesign).  Mit  nur  geringfügigen  Veränderungen  der  ursprünglichen 
Methode  wurde  am Institut  für  Medizinische  Mikrobiologie  und  Infektionsepidemiologie 
(IMME)  seit  1996  die  Empfindlichkeitstestung  von  Tuberkuloseerregern  und  anderen 
Mykobakterien  erfolgreich  durchgeführt.  Da  nunmehr  auch  das  Material  der 
Prozessflaschen  verändert  wurde  –  aus  Sicherheitsgründen  wurde  auf  Plastikmaterial 
umgestellt  –  erschien  es  sinnvoll,  die  ursprüngliche  Methode  erneut  zu  evaluieren. 
Außerdem wurde von Vertretern der Firma bioMérieux die Eignung der aus Plastikmaterial 
hergestellten Prozessflaschen zur Empfindlichkeitstestung angezweifelt.
Zur  Evaluierung  der  neuen  Plastik-Prozessflaschen  wurden  MHK-Werte  verschiedener 
Antituberkulotika  unter  Verwendung von neuen Plastik-  und alten  Glasprozessflaschen 
vergleichend bestimmt. Dieses Vorgehen ist deshalb sinnvoll, weil die Qualitätskontrolle 
bei  Empfindlichkeitstestungen  mittels  Bestimmung der  MHK-Werte  erfolgen  kann  (DIN 
8
58943-08; Akzo Nobel, 1997).
Weiterhin sollte bei dieser Gelegenheit die bisherige Methode der Empfindlichkeitstestung 
gegenüber PZA optimiert werden. Die PZA-Testung ist im Vergleich zur Testung anderer 
Antituberkulotika deshalb schwieriger, weil die Umwandlung des Prodrugs in die wirksame 
Pyrazincarbonsäure nur bei saurem pH erfolgt. Tuberkuloseerreger wachsen aber bei pH-
Werten unter 6 deutlich schlechter. Bei der PZA-Testung findet man deshalb im Vergleich 
zur Untersuchung der anderen Antituberkulotika methodische Abweichungen. Bei der OT-
Methode wurde bei  der PZA-Testung auf  das Mitführen der sogenannten 1%-Kontrolle  
verzichtet. Diese Kontrollkultur dient sonst der untersuchungsspezifischen Festlegung des 
Endpunkts des Untersuchungszeitraumes. Bei dem ursprünglich gewählten pH-Wert von 
5,5 war jedoch ein unverhältnismäßig langsames oder gar fehlendes Wachstum in dieser 
verdünnten  Kultur  festzustellen.  Durch  Optimierung  von  pH-Wert  und  PZA-
Testkonzentration  ist  es  möglich,  die  PZA-Empfindlichkeitstestung  nach  der  gleichen 
Methode  durchzuführen,  die  bei  der  Testung  der  anderen  Erstrangantituberkulotika 
angewendet wird.
Neben  der  Re-Evaluierung  der  OT-Methode  liegt  ein  weiterer  Schwerpunkt  der 
vorliegenden  Arbeit  darin,  zu  untersuchen  welche  Sensitivität  diese  Methode  bei  der 
Detektion  geringer  Anteile  resistenter  Klone  in  einem  M.  tuberculosis-Isolat  hat.  In 
Anlehnung an die Proportionsmethode, die die Referenzmethode der DIN und des CLSI 
ist,  wurden  die  Flüssigkulturmethoden  zur  Empfindlichkeitstestung  so  angelegt,  dass 
theoretisch ein Anteil von 1% resistenter Keime in einem Isolat erfasst werden sollte. Ob 
aber  die  gewählten Untersuchungsbedingungen die  gewünschte Sensitivität  tatsächlich 
erzielen, wurde experimentell  weder für die OT-Methode noch für die anderen auf dem 
Markt befindlichen Flüssigkulturmethoden geprüft.
1.2 Epidemiologie der Tuberkulose, Resistenzsituation
Die Tuberkulose wird verursacht von Mykobakterien, die aufgrund ihrer engen genetischen 
Verwandtschaft  im  Mycobacterium  tuberculosis (Mtb.)-Komplex  zusammengefasst 
werden.  Die  Erreger  des  Mtb.-Komplexes  werden  dennoch  traditionell  verschiedenen 
Spezies zugeordnet. Derzeit werden folgende Spezies unterschieden: M. tuberculosis, M.  
bovis (mit den Subspezies M. bovis ssp. bovis und M. bovis ssp. caprae), M. microti, M. 
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africanum,  M.  canetti  und M.  pinnipedii  (Pfyffer,  2003;  Djeluadij  et  al.,  2008).  Die 
Tuberkulose des Menschen wird hauptsächlich von M. tuberculosis verursacht.
Die WHO schätzt für das Jahr 2010 weltweit 8,8 Millionen neue Tuberkuloseerkrankungen, 
was einer Inzidenz von  128 pro 100.000 Einwohnern entspricht. Die Gesamtzahl der an 
Tuberkulose Erkrankten wird auf  12 Millionen Menschen geschätzt  entsprechend einer 
Prävalenz von 178/100.000. Geschätzte 1,4 Millionen Todesfälle im Jahr 2010 werden der 
Tuberkulose  zugeschrieben,  hierzu  werden  auch etwa  0,32  Millionen Todesfälle  durch 
Tuberkulose bei HIV-positiven Patienten gezählt (WHO Report, 2011). 
In Deutschland wurden im Jahre 2010 4.330 neue Tuberkulosefälle registriert, was einer 
Inzidenz  von  5,3  pro  100.000  Einwohner  entspricht  (RKI  2012).  Vergleicht  man diese 
Fallzahl mit den Daten der letzten Jahre, kann ein anhaltend rückläufiger Trend festgestellt  
werden (RKI  2009;  RKI  2008).  Die Letalität  liegt  gegenwärtig  bei  3,2%, das sind  136 
Todesfälle im Jahr. Die Altersverteilung zeigt die höchsten Inzidenzen im höheren Alter ab 
70 Jahren, ein zweiter Gipfel ist im Alter von 20 bis 29 Jahren zu verzeichnen. Die an  
Tuberkulose  Erkrankten  in  dieser  Altersstufe  stammen  vor  allem  aus 
Bevölkerungsgruppen  mit  Migrationshintergrund.  Das  RKI  analysiert  die 
Erkrankungshäufigkeit  auch  nach  Geburtsland  und  Staatsangehörigkeit.  Dabei  kann 
festgestellt  werden,  dass  die  Inzidenz  bei  in  Deutschland  lebenden  ausländischen 
Staatsbürgern 21,4 pro 100.000 Einwohner betrug und damit rund sechsmal so hoch war 
wie in der in Deutschland aufgewachsenen Bevölkerung (Inzidenz 3,5). Die Analyse nach 
Geburtsland ergibt, dass 52,8% der Tuberkulosepatienten in Deutschland und 47,2% in 
einem  anderen  Land geboren  worden  waren.  Dabei  stammen  die  meisten  nicht  in 
Deutschland geborenen Erkrankten aus der Türkei (6,2%), aus den Nachfolgestaaten der 
Sowjetunion  (z.B.  Russische Föderation:  3,8%,  Kasachstan 2,4%) sowie  zu  2,9% aus 
Indien (Prozent der Gesamtinfizierten in Deutschland) (RKI 2012). 
Eine  Infektion  mit  dem  humanen  Immundefizienzvirus  (HIV-Infektion)  ist  der  größte 
bekannte einzelne Risikofaktor für eine Erkrankung an Tuberkulose (Mukadi et al., 2001). 
Vergleicht  man  die  Epidemiologie  der  Tuberkulose  mit  der  von  HIV/AIDS,  ist  eine 
Überschneidung  erkennbar.  Es  wurden  2010  weltweit  etwa  1,1  Millionen  HIV-positive 
Patienten registriert, die mit Tuberkulose koinfiziert sind, die Letalität an Tuberkulose bei 
der HIV-positiven Population ist etwa dreimal höher als bei der nicht HIV-infizierten (siehe 
oben). Für die afrikanische Region (nach Regioneneinteilung der WHO) geht man davon 
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aus, dass 82% der Tuberkulosepatienten mit HIV koinfiziert sind (WHO Report, 2012). Für 
Deutschland sind im Bericht  des European Centre of  Disease Prevention and Control  
(ECDC) zwischen 2006 und 2010 keine Daten zu einer Koinfektion vorhanden (ECDC 
2012). Im Gegensatz zu verschiedenen opportunistischen Erkrankungen kommt es nicht 
erst bei AIDS (Aquired Immune Deficiency Syndrome), sondern bereits bei HIV-Infektion 
zu  einem  Anstieg  der  Häufigkeit  von  Tuberkuloseinfektionen  (Palmero, 2007). Eine 
Erklärung dafür liefern Sutherland et al. (2006): Die HIV-Infektion verstärkt die Auswirkung 
der  Tuberkulose  und  umgekehrt,  da  die  HIV-Infektion  die  IFN-y-Ausschüttung  durch 
M.tuberculosis vermindert.  Dieser  Effekt  kann auch durch eine antiretrovirale  Therapie 
nicht rückgängig gemacht werden. 
Jeder Patient mit einer aktiven Tuberkulose ist, unabhängig von klinischen Symptomen, 
medikamentös  behandlungspflichtig.  Das  Risiko  einer  Resistenzentstehung  durch 
Mutation ist aufgrund der hohen Keimzahl von ca. 107 bis 109 Tuberkuloserregern in einer 
Kaverne hoch. Bei INH liegt die Mutationsrate zum Beispiel bei 105 bis 107 pro Replikation 
(Riska et al., 2000). Alle bekannten Resistenzen sind bei  Mtb-Stämmen auf Mutationen 
zurückzuführen. Um eine rasche Keimreduktion und Erregerbeseitigung in den befallenen 
Organen  zu  gewährleisten  und  somit  einer  Resistenzentstehung  vorzubeugen,  wird 
deshalb  eine  Kombinationstherapie  mit  mehreren  Antituberkulotika  durchgeführt.  Man 
unterscheidet  die  Erstrangantituberkulotika  (INH,  RMP,  EMB,  SM,  und  PZA)  und 
Zweitrangantituberkulotika (z.B. PTH, Terizidon (Cycloserin), PAS, Amikacin, Capreomycin 
und  Fluorochinolone).  Dabei  sind  die  schon  seit  mehreren  Jahrzehnten  im  Einsatz 
befindlichen  Erstrangantituberkulotika  meist  die  potenteren  Mittel  und  haben  weniger 
Nebenwirkungen als die Zweitrangantituberkulotika. In Deutschland besteht die derzeitige 
Standardtherapie  einer  Lungentuberkulose  in  einer  initialen  Vierfachtherapie  mit  INH, 
RMP,  PZA und  EMB  für  zwei  Monate  bzw.  bis  zum  Vorliegen  der  Ergebnisse  der 
Empfindlichkeitstestung. Bei vollständiger Sensibilität des Erregers kann die Behandlung 
auf eine Dreifachtherapie ohne EMB reduziert werden. In der Stabilisierungsphase der 
Therapie sollte dann bis zum Abschluss der sechsmonatigen Gesamttherapiedauer mit 
RMP  und  INH  behandelt  werden.  Modifikationen  dieser  Therapie  sind  nötig,  wenn 
Resistenzen  festgestellt  wurden  oder  Unverträglichkeiten  gegenüber  bestimmten 
Medikamenten bestehen.  Bei  nachgewiesener  Resistenz gegenüber  EMB kann dieses 
durch SM ersetzt werden. Bei Resistenzen gegen ein anderes Erstrangantituberkulotikum 
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verlängert  sich  die  Therapiedauer  beträchtlich  (auf  ca.  zwei  Jahre)  und  es  müssen 
Medikamente mit toxischeren Eigenschaften und schlechterer Wirksamkeit zum Einsatz 
kommen (Schaberg et al., 2001).
Um die  weltweite  Weiterverbreitung der  Tuberkulose und  das  Entstehen  von weiteren 
Resistenzen einzudämmen wurde von der WHO das DOTS-Programm (directly observed 
therapy; short course) entwickelt (DOTS/WHO, 2012; WHO Report, 2012). Es umfasst fünf 
Elemente:
• Übernahme politischer Verantwortung mit erhöhter und anhaltender Finanzierung 
von Projekten zur Tuberkulosebekämpfung,
• Verbesserung  der  Tuberkulosediagnostik  (u.a.  Qualitätssicherung 
Mykobakteriologie),
• standardisierte Behandlung mit Überwachung und Unterstützung der Patienten,
• effektive Medikamentenversorgung,
• Organisation eines Kontroll- und Auswertungssystems. 
Zur Verbesserung der Qualität der Tuberkulosediagnostik zählen auch die Durchführung 
des  kulturellen  Nachweises  und  die  Empfindlichkeitstestung.  Nur  wenn  die 
Resistenzeigenschaften  der  Tuberkuloseerreger  bekannt  sind,  kann  eine  adäquate 
Therapie durchgeführt und die Entstehung von weiteren Resistenzen verhindert werden. 
Resistenzen gegen Antituberkulotika werden folgendermaßen eingeteilt (RKI, 2009; Yew et 
al., 2008):
Monoresistenz: Resistenz  gegen  eines  der  fünf  Erstrangmedikamente  zur 
Tuberkulosebehandlung. 
Multiresistenz  (MDR-TB): Erkrankung  durch  einen  Stamm,  der  mindestens  gegen 
Rifampicin und Isoniazid resistent ist.
Polyresistenz:  Resistenz  gegen  mindestens  zwei  Erstrangmedikamente,  außer  gegen 
Rifampicin und Isoniazid.
Extreme Resistenz (XDR-TB): Erkrankung durch eine MDR-TB und zusätzlich Resistenz 
gegen Fluorchinolone und mindestens eines der injizierbaren Zweitrangantituberkulotika 
(Capreomycin, Kanamycin oder Amikacin). 
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Nach aktuellen Schätzungen der WHO ist von einer Prävalenz von 650.000 MDR-Fällen 
im Jahr 2010 auszugehen, welche weltweit sehr ungleich verteilt sind. 27 Länder teilen 
86% der MDR-Fälle unter sich auf, 15 dieser Länder liegen in Osteuropa (WHO Report, 
2012). Es wird geschätzt, dass 3,6% der neu aufgetretenen Tuberkulosefälle durch einen 
MDR-Stamm ausgelöst sind, wobei annähernd die Hälfte der MDR-Infektionen in Indien 
und  China  aufgetreten  sind.  2008  starben  ca.  150.000  Menschen  an  einer  MDR-
Tuberkulose. Als Absolutzahl wurden 2008 weltweit 29.423 neue MDR Tuberkulosefälle 
gemeldet.  Es  wird  geschätzt,  dass  die  gemeldeten  Fälle  7%  der  Gesamtsumme 
ausmachen,  da in  den stark von MDR betroffenen Ländern nur  bei  etwa 1% der  neu 
aufgetretenen  und  etwa  3%  der  kürzlich  behandelten  Tuberkulosefälle  eine 
Empfindlichkeitstestung durchgeführt wird (WHO M/XDR-TB, 2010). In Deutschland waren 
im Jahr 2010 12,6% der Tuberkuloseerkrankten mit einem resistenten Stamm infiziert. Die 
Häufigkeit von Resistenzen gegen im Folgenden genannte Antituberkulotika waren: RMP- 
2,1%; INH- 7,5%; SM- 7,4%; EMB- 0,9%; PZA- 2,8% und MDR- 1,7% (RKI 2012).
1.3 Ursachen von Resistenzen bei Tuberkuloseerregern und deren 
Konsequenzen
Zur  Therapie  der  Tuberkulose  steht  nur  ein  schmales  Spektrum  an  Antibiotika  zur 
Verfügung (Almeida  Da  Silva  et  al.,  2011).  In  vitro  sind  allerdings  weitere 
Antibiotikaklassen wirksam (Chambers et al., 1995; Cavalieri et al., 1995). Andererseits 
werden zur Therapie der Tuberkulose Wirkstoffe eingesetzt, die ausschließlich bei dieser 
Erregergruppe Verwendung finden (z.B. Ethambutol, Protionamid, Pyrazinamid). Zwischen 
verschiedenen  Mykobakterien-Spezies  bzw.  -Gruppen  bestehen  beträchtliche 
Unterschiede  hinsichtlich  ihrer  auch  therapeutisch  nutzbaren  Antibiotikaempfindlichkeit. 
Die  Ursachen  für  die  speziellen  natürlichen  Antibiotika-Empfindlichkeiten  bzw. 
-Resistenzen der Tuberkuloseerreger liegen in den Besonderheiten ihrer Zellwandstruktur, 
ihrer Enzymausstattung sowie dem Vorliegen verschiedener Efflux-Pumpen (Almeida Da 
Silva et al., 2011).
Das  Hauptproblem  der  Chemotherapie  der  Tuberkulose  besteht  im  Anstieg  von 
erworbenen  Resistenzen  gegenüber  einzelnen Antituberkulotika  und insbesondere  von 
Mehrfachresistenzen  (MDR,  XDR),  was  eine  Therapie  in  manchen  Fällen  kaum noch 
möglich macht. Die Ursache für das Vorkommen von multiresistenten Tuberkuloseerregern 
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liegt  in  der  inadäquaten  Durchführung  der  Therapie,  die  die  Besonderheiten  der 
Entstehung  resistenter  Tuberkuloseerreger,  die  lange  Persistenz  der  Erreger  im 
Organismus  und  die  lange  Zeit  zwischen  Erkrankung,  Diagnose  und  rationaler 
Therapiewahl berücksichtigen muss.
Der  Erwerb  von  Resistenzen  gegen  antimykobakterielle  Wirkstoffe  ist  bei 
Tuberkuloseerregern  nach  derzeitigem  Kenntnisstand  ausschließlich  auf  Mutationen 
zurückzuführen. Diese Resistenzentwicklung wird durch die Tatsache begünstigt, dass in 
den Tuberkeln typischerweise eine hohe Keimzahl vorliegt, sodass rein statistisch auch bei 
Mutationsraten  von  10-9  pro Generation  mit  dem Vorliegen  von  Resistenzmutanten  zu 
rechnen ist, die bei Monotherapie mit Antituberkulotika herausselektiert werden (Almeida 
Da Silva et al., 2011). Ist eine Infektion mit bereits resistenten Tuberkuloseerregern erfolgt, 
so  ist  es  leicht  denkbar,  dass eine erfolgversprechende Kombinationstherapie mit  drei 
verschiedenen  Antituberkulotika  in  Wirklichkeit  eine  Monotherapie  mit  der  Gefahr  der 
Selektion eines dreifachresistenten Erregers darstellt.
In  Kapitel  1.4.5,  Tabelle  3,  werden  für  die  Erstrang-  und  für  zahlreiche 
Zweitrangantituberkulotika  Gene  aufgelistet,  deren  mutative  Veränderungen  zu 
Resistenzen führen können. Es ist zu beachten, dass 
• Resistenzen  gegen  bestimmte  Antituberkulotika  durch  Mutationen 
(Punktmutationen, Deletionen) in verschiedenen Genen bewirkt werden können;
• Mutationen  in  verschiedenen  Genen,  die  den  gleichen  Resistenzphänotyp 
bewirken, auch gleichzeitig vorliegen können;
• verschiedene Mutationen innerhalb eines Gens zum gleichen Resistenzphänotyp 
führen können (z.B. rpoB bei Rifampicin-Resistenz [Comas et al., 2012]).
Die Wirkung von Antibiotika ist  nur  durch die  Störung von essentiellen bzw.  zentralen 
bakterienphysiologischen  Prozessen  (z.B.  Zellwandsynthese,  Transkriptions-  und 
Translationsprozesse)  zu  erklären.  Daher  ist  es  leicht  vorstellbar,  dass  mutative 
Veränderungen  in  den  diese  Prozesse  realisierenden  Strukturen  (Enzyme, 
Regulationsfaktoren, komplexe Strukturen wie z.B. Ribosom), nicht nur zur Veränderungen 
der Wirkstoffbindungsstelle führen, sondern auch weitere Eigenschaften dieser Strukturen 
beeinflussen  (Normark  et  al.,  2002).  Solche  Eigenschaftsveränderungen  von 
Komponenten, die von zentraler Bedeutung im Zellstoffwechsel sind und folglich vielfältig 
regulativ  vernetzt  sind,  können  verschiedene  andere  Funktionen  der  Bakterienzelle 
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beeinflussen (pleiotrope Effekte). 
Die mutativ erworbene Resistenz des Erregers, die es ihm erlaubt sich in Anwesenheit des 
Antituberkulotikums zu vermehren, stellt einen Vorteil im Vergleich zu sensiblen Bakterien 
dar. Durch pleiotrope Effekte (Lee et al., 2012; Luciani et al., 2009; Borrell et al., 2009) 
können also gleichzeitig  auch ungünstige Effekte  bewirkt  werden (Cohen et  al.,  2003; 
Nagaev et  al.,  2001).  Da der  Wildtyp  von Bakterien  als  optimal  angepasst  betrachtet 
werden kann, sollten die pleiotropen Effekte am ehesten zu einem Fitness-Verlust führen 
(Rey-Jurado  et  al.,  2011;  Andersson  et  al.,  1999;  Gagneux,  2009).  Es  ist  aber  auch 
denkbar, dass durch Resistenzmutationen vorangegangene ungünstige Veränderungen im 
Bakteriengenom  kompensiert  werden  können  (Casali  et  al.,  2012;  Buu  et  al.,  2012, 
Bergval  et  al.,  2012).  Ein  Fitness-Verlust  zeigt  sich  z.B.  in  einer  verringerten 
Wachstumsgeschwindigkeit (Gangneux et al., 2006; Billington et al., 1999; Linde et al., 
1991),  verringerten  Virulenz  (Linde  et  al.,  1984;  Linde  et  al.,  1990)  oder  veränderten 
Temperaturabhängigkeit. Allerdings ist bei der Beurteilung der Fitness zu beachten, dass 
einzelne,  in  vitro  beobachtete  Eigenschaftsveränderungen  nicht  zwangsläufig  mit 
entsprechenden  In-vivo-Effekten  verbunden  sind.  Ob  Resistenzmutanten  mit  Fitness-
Verlust  unter  natürlichen  Bedingungen  längere  Zeit  zirkulieren  können,  darf  allerdings 
bezweifelt werden. Es ist eher davon auszugehen, dass der mit einer Resistenzentstehung 
einhergehende Fitnessverlust durch weitere Mutationen kompensiert wird (Andersson et 
al., 2010; Comas et al., 2011). 
1.4 Empfindlichkeitstestung von Tuberkuloseerregern 
Grundlage für eine rationale Therapie der Tuberkulose ist die Empfindlichkeitstestung der 
Erreger. In Deutschland sind die Erregerisolate sowohl von neuen Tuberkulosefällen als 
auch von therapierefraktären Fällen hinsichtlich  der  Empfindlichkeit  zu  testen.  Auch in 
Ländern, in denen aufgrund von mangelnden Ressourcen nicht die Möglichkeit besteht, 
routinemäßig Empfindlichkeitstestung durchzuführen, besteht Interesse daran, Kenntnisse 
zur  Resistenzlage  zu  erlangen.  Prinzipiell  ist  es  wünschenswert,  auf  Methoden 
zurückgreifen  zu  können,  die  schnelle  Ergebnisse  mit  guter  Spezifität  und  Sensitivität  
liefern.
Die  Methoden  zur  Empfindlichkeitstestung  von  Tuberkuloseerregern  lassen  sich  in 
phänotypische und genotypische Methoden einteilen. Bei den phänotypischen Methoden 
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werden  Wechselwirkungen  zwischen  Wirkstoff  und  Mykobakterium  analysiert,  die 
entweder  direkt  als  Wachstumshemmung  oder  indirekt  über  mit  dem  Wachstum 
korrelierende  Parameter  gemessen  werden  können.  Da  Antituberkulotika-Resistenzen 
ausschließlich  mutationsbedingt  sind  (siehe  Kap.  1.3),  beruhen  die  genotypischen 
Methoden  darauf,  die  veränderten  Gene  nachzuweisen.  Während  die  phänotypischen 
Untersuchungen  1  bis  4  Wochen  in  Anspruch  nehmen,  können  die  genotypischen  in 
wenigen Stunden abgeschlossen werden. 
1.4.1 Einteilung und Charakterisierung von phänotypischen Methoden zur 
Empfindlichkeitstestung
Bei  den  phänotypischen  Methoden  werden  Wechselwirkungen  zwischen  Wirkstoff  und 
Mykobakterium analysiert (Martin et al.,  2007a). Dabei wird bei den meisten Methoden 
analysiert, ob eine Hemmung des Bakterienwachstums bewirkt wird. Zu diesen Methoden 
gehören  die  etablierten  Fest-  und  Flüssigkulturmethoden.  Bei  den  Festkulturmethoden 
(z.B.  Proportionsmethode,  Resistance-Ratio-Methode,  Absolute-Konzentration-Methode) 
wird das Wachstum oder die Koloniezahl als Testparameter verwendet. Die kommerziellen 
Flüssigkulturmethoden untersuchen die Stoffwechselaktivität. 
Weitere  häufiger  beschriebene  Methoden  zur  Resistenztestung  von  Mykobakterien 
arbeiten  mit  Mykobakteriophagen  (McNerny,  1999;  Martin  et  al.,  2007d),  der 
Nitratreduktase,  Redoxindikatoren,  MODS,  sowie  der  Flow-cytometrie  (O´Grady,  2011; 
Martin et al., 2007d; Ängeby et al., 2002). Dabei wird meist mit Flüssigkulturen gearbeitet.
In  Tabelle  1  werden  wichtige  Festkulturmethoden  zur  Empfindlichkeitstestung  von 
Tuberkuloseerregern charakterisiert.
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Tabelle 1: Vergleich verschiedener Festkulturmethoden zur Empfindlichkeitstestung 
von Mtb.-Stämmen
Proportions-
methode
Resistance-Ratio-
Methode
Absolute-
Konzentration-
Methode
E-Test
Verbreitung Goldstandard 
(WHO, 
Deutschland, USA)
Commonwealth of 
Nations
(Großbritannien und 
ehemalige britische 
Kolonien)
nicht bekannt nicht bekannt
Funktions-
prinzip
Ausmaß der 
Reduktion der KbE 
zwischen 
wirkstofffreiem 
Kontrollmedium und 
wirkstoffhaltigem 
Testmedium
Vergleich der MHK-
Werte für den zu 
untersuchenden 
Stamm mit denen 
eines gut 
empfindlichen 
Referenzstammes
Beimpfung definierter 
Inokula auf einen 
Satz von Nährböden 
mit abgestuften 
Konzentrationen des 
Antibiotikums, 
Variante des 
Agardilutionstestes
Variante des 
Agardiffusions-
testes mit MHK-
Ablesung
Befundung Quantitative 
Analyse des 
Wachstums des 
Teststammes bei 
der kritischen 
Konzentration
Bildung des 
Quotienten aus den 
MHK-Werten für den 
Teststamm mit den 
MHK-Werten für den 
empfindlichen 
Kontrollstamm
Ablesung des MHK-
Wertes
MHK-Wert-Ablesung 
(ellipsoider 
Hemmhof am 
Teststreifen)
Detektions-
dauer (Tage)
21-28 28 28 7-10
Vorteile Standardisiert, 
Korrelation 
zwischen 
bakteriologischen 
und klinisch-
therapeutischen 
Daten
Kein Einfluss durch 
veränderte Aktivität 
der Antituberkulotika
MHK- Ablesung MHK-Ablesung, 
Schnelligkeit
Nachteile lange 
Untersuchungs-
dauer
lange 
Untersuchungs-
dauer
Kritische 
Konzentration 
laborintern definiert,
lange 
Untersuchungs-
dauer
Erhöhte 
Infektionsgefahr,
SM-
Empfindlichkeits-
testung 
unzuverlässig
Quellen (DIN 58943-8; 
Canetti et al., 1963; 
Martin et al., 2007b)
(Martin et al., 2007b) (Martin et al., 2007b) (Hazbón et al., 
2000; Wanger et al., 
1996)
Bei der Durchführung der Proportionsmethode gibt es regionale Unterschiede. Während in 
den USA Platten mit Middlebrook 7H10 Agar verwendet werden, benutzt man in Europa 
Löwenstein-Jensen-Medium,  was  auch  von  der  WHO  empfohlen  wird.  Die 
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Proportionsmethode gilt in weiten Teilen der Welt als Referenzmethode. Die Resistance-
Ratio-Methode  wird  vorwiegend  in  Großbritannien  sowie  in  Ländern  des  ehemaligen 
Commonwealth of Nations verwendet. Der E-Test, welcher in der Mikrobiologie bei der 
Empfindlichkeitstestung  anderer  Bakterien  eine  große  Rolle  spielt,  wird  -  trotz  guter 
Ergebnisse - zur Empfindlichkeitstestung von Tuberkuloseerregern kaum verwendet, weil 
das Infektionsrisiko bei der Durchführung der Untersuchung als zu groß bewertet wird (J. 
Beer, pers. Mitteilung).
Flüssigkulturmethoden zur Empfindlichkeitstestung von Tuberkuloseerregern haben den 
großen Vorteil, dass mit ihnen deutlich schneller Ergebnisse erzielt werden können, als mit  
den  etablierten  Festkulturmethoden.  Das  radiometrische,  teilautomatisierte  BACTEC 
460TB-System (Siddiqi et al., 1981) wurde fast 2 Jahrzehnte lang weltweit eingesetzt.
In  Tabelle  2  sind  die  kommerziellen  Flüssigkulturmethoden zur  Empfindlichkeitstestung 
dargestellt. 
Tabelle  2: Vergleich  verschiedener  Flüssigkulturmethoden  zur  Empfindlichkeits-
testung von Mtb.-Stämmen
BACTEC 460TB BacT/Alert 3D MGIT 960 Versa TREK
Verbreitung bis zur Einführung 
der anderen 
Methoden weltweit
kommerzielle 
Empfindlich-
keitstestung 
eingestellt
weltweit verbreitet k.A.
Hersteller Becton Dickinson 
Microbiology 
Systems, Sparks, 
MD, USA
bioMérieux, Marcy      
l´Étoile, Frankreich
Becton Dickinson 
Microbiology 
Systems, Sparks, 
MD, USA
Trek Diagnostic 
Systems, West 
Lake, Ohio
Funktions-
prinzip
Messung der 
Freisetzung von 
14CO2 aus 14C 
markierter 
Palmitinsäure
Automatische 
Messung der CO2-
Produktion über 
Veränderung des pH-
Wertes
O2-Verbrauch über 
Fluoreszenz- 
Redoxindikator 
Druckveränderung 
(pO2 -Verbrauch, 
pCO2 -Erhöhung)
Interpretation/ 
Endpunkt der 
Messung
Vergleich der 14CO2-
Bildung in 
Anwesenheit von 
Antituberkulotika mit 
Antituberkulotika-
freier Kontrolle
(kinetische 
Messung)
Prüfung von 
Wachstum in 
Anwesenheit von 
Antituberkulotikum. 
Untersuchungs-
zeitraum: bis zur 
Positivität der sog. 
1%-Kontrolle 
(Ausnahme: PZA) 
wie BacT/Alert 3D Prüfung von 
Wachstum in 
Anwesenheit von 
Antituberkulotikum 
innerhalb von 3 
Tagen nach 
Positivität der 
Wachstums-
kontrolle (inkl. 
PZA)
18
Detektions-
dauer (Tage)
5-8 6-12 4-19 6-17
Besonder-
heiten
erstes Flüssigkultur-
system mit 
Teilautomatisation
erstes nicht-
radioaktives, vollauto-
matisches 
Kultivierungs- und 
Messsystem
Es gibt das 
manuelle MGIT 
und das 
vollautomatische 
BACTEC MGIT 
960
Vollautomatisches 
Kultivierungs- und 
Messsystem
Quellen (Siddiqi et al., 1981; 
Martin et al., 2007b)
(Beer et al., 1997; 
Piersimoni et al., 
2006)
(Piersimoni et al., 
2006; Martin et al., 
2007b)
(Piersimoni et al., 
2006; Heifets et 
al., 1999a)
1.4.2 Proportionsmethode
Die  Proportionsmethode  wurde  von  Canetti  et  al.  entwickelt  und  1963  erstmalig 
beschrieben  (Canetti  et  al.,  1963).  Das  Ziel  der  Forschungsgruppe  war  es,  eine 
standardisierte  Methode  zur  Empfindlichkeitsprüfung  von  Tuberkulosebakterien  zu 
entwickeln. Sie schufen mit der Proportionsmethode eine Methode, die bis heute weltweit 
verwendet  wird.  Bei  der  Evaluation  neuer  Methoden  findet  sie  als  Referenzmethode 
Verwendung. Auch in Deutschland ist  sie Referenzmethode und wird in der DIN-Norm 
58943-8  von  1996  beschrieben.  Die  Proportionsmethode  ist  die  einzige  Methode  zur 
Empfindlichkeitstestung, bei der die Festlegungen zur Durchführung und Bewertung der 
In-vitro-Methode  auf  der  Grundlage  klinisch-therapeutischer  Ergebnisse  erfolgten,  da 
seinerzeit die Kombinationstherapie der Tuberkulose noch nicht etabliert war. 
Das Prinzip der Methode ist  die Ermittlung des Ausmaßes der Reduktion der Kolonie- 
bildenden  Einheiten  (KbE)  eines  Stammes  im  Vergleich  zwischen  wirkstoffhaltigem 
Testmedium und wirkstofffreiem Kontrollmedium. Bei der Bewertung der Antituberkulotika-
Wirkung sind die für jeden Wirkstoff  definierten Parameter  Kritische Konzentration und 
Kritische Proportion zu beachten.
Unter  Kritischer  Konzentration versteht  man  „die  niedrigste  Konzentration  eines 
Chemotherapeutikums im Kulturmedium, bei der das Wachstum von Tuberkulosebakterien 
eine Resistenz von klinischer Bedeutung zeigt“ (DIN 58943-8). Die  Kritische Proportion 
wird definiert als „der prozentuale Anteil der Tuberkulosebakterien in der Einsaat, deren 
Wachstum auf den Kulturmedien mit der kritischen Konzentration klinische Unwirksamkeit 
bedeutet“ (DIN 58943-8). Für RMP, INH, SM, EMB und PAS ist die kritische Proportion 
1%, für CSE und PTH 10%. Das heißt also beispielhaft, dass ein Stamm, der auf dem 
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RMP-Nährboden mit der kritischen Konzentration (= 32µg/ml) eine Keimzahl von ≥1% der 
Wachstumskontrolle aufweist, als resistent gegenüber RMP anzusehen ist. Eine direkte 
Testung von PZA wird in dieser DIN nicht beschrieben. 
Die Durchführung der Proportionsmethode nach DIN wird im Folgenden für eine kritische 
Proportion von 1% erläutert. Es wird auf die wirkstoffhaltigen Medien ein 100fach höheres 
Bakterieninokulum gegeben, als es für die wirkstofffreien Kontrollen verwendet wird. Dabei 
ist das Inokulum für die wirkstofffreie Kontrolle so bemessen, dass 30 bis 100 Kolonien 
wachsen. Wachsen nach vierwöchiger Bebrütung auf den wirkstoffhaltigen Medien mit der 
kritischen  Konzentration  gleich  viele  oder  mehr  Kolonien  als  bei  der  wirkstofffreien 
Kontrolle,  gilt  der  Stamm  als  resistent,  denn  es  wachsen  mindestens  1%  resistente 
Bakterienkolonien.  Wachsen  signifikant  weniger  Kolonien  auf  den  wirkstoffhaltigen 
Kulturen als auf dem Kontrollmedium, wird der Stamm als Grenzfall charakterisiert. Nur 
wenn auf den wirkstoffhaltigen Medien kein Wachstum festzustellen ist, wird der Stamm 
als  sensibel  bezeichnet.  Das  bedeutet,  der  Anteil  resistenter  Mutanten  liegt  zwischen 
<1/3000 und <1/10000. Die Interpretation der Ergebnisse ist laut WHO und CLSI etwas 
anders.  Hier  gilt  nur,  dass  ab  1%  resistenter  Kolonien  der  Stamm  als  resistent 
einzuschätzen ist. 
1.4.3 BacT/Alert: OT- Methode
Das MB/BacT 240 TB wurde 1994 von  Organon Teknika  als erstes nicht-radioaktives, 
nicht-invasives und vollautomatisches Mykobakterien- Kultur- und Detektionssystem auf 
den  Markt  gebracht.  Das  gerätetechnisch  weiterentwickelte  BacT/Alert-3D-System 
unterscheidet sich bezüglich Messtechnik und Datenanalyse nicht vom MB/BacT 240 TB. 
Lediglich in der Handhabung gibt es Unterschiede. Seit der Entwicklung einer Methode zur 
Empfindlichkeitstestung  mit  dem  MB/BacT  240  TB,  -  im  weiteren  Text  OT-Methode 
genannt - und ihrer Evaluierung (Beer et al., 1997) wurde sie mit geringen Abwandlungen 
und mit guten Ergebnissen in weiteren Studien geprüft (Brunello et al., 2000; Tortoli et al.,  
2000; Díaz-Infantes et al., 2000). Die Organon Teknika Deutschland GmbH propagierte 
diese Methode und bot auch Antituberkulotika-Kits an (J.  Beer,  pers.  Mitteilung).  Nach 
Einführung eines besonders empfindlichen Algorithmus zur Wachstumsdetektion (Delta-
Algorithmus) wurde es erforderlich, diesen abzuschalten, was durch eine Umetikettierung 
der  Prozessflaschen  und  Einlagen  der  Flaschen  als  „Mycobacteria-Blood“-Flaschen 
20
erfolgte. 
Im Jahr 2001 wurde das BacT/Alert-3D-System von der Firma bioMérieux übernommen. 
Die Testmethode sollte  zunächst  optimiert  werden (Ängeby et  al.,  2003;  Bemer et  al., 
2004),  aber  schließlich  wurden  alle  wissenschaftlichen  und  kommerziellen  Aktivitäten 
bezüglich  Empfindlichkeitstestung  von  Mtb.-Stämmen  eingestellt.  Nach  Meinung  von 
Firmenvertretern  wären  die  inzwischen  eingeführten  Prozessflaschen  aus  Plastik 
außerdem nicht für eine Empfindlichkeitstestung geeignet (J. Beer, pers. Mitteilung).
Im  folgenden  Abschnitt  wird  das  Prinzip  der  Empfindlichkeitsprüfung  von 
Tuberkuloseerregern  mithilfe  der  OT-Methode beschrieben,  methodische Details  finden 
sich in Kap. 2.2. Jede Prozessflasche enthält 10 ml Middlebrook 7H10 Medium. Am Boden 
der Kulturflaschen befindet sich ein CO2 sensitiver pH-Indikator. Wachsen Bakterien in der 
Flasche,  setzen  sie  CO2  frei  und  der  Indikator  verfärbt  sich  von  grau  zu  gelb.  Diese 
Farbveränderungen werden alle 10 Minuten reflexionsphotometrisch gemessen und als 
sogenannte  Wachstumskurven  dokumentiert.  Diese  Wachstumskurven  werden  nach 
verschiedenen Algorithmen analysiert.  Wird Wachstum erkannt,  so wird die betreffende 
Flasche als positiv gemeldet und unter anderem die Detektionszeit angegeben. Bei der  
Durchführung  von  Empfindlichkeitstestungen  muss  aber  der  sehr  empfindliche  Delta-
Algorithmus  abgestellt  werden,  da  anfänglich  noch  geringes  Wachstum  in 
Antituberkulotika-haltigen  Flaschen  zu  falschpositiven  Ergebnissen  führt.  Die 
Mykobakterien-Testsuspensionen werden auf  McFarland 1,0 eingestellt.  Dies geschieht 
entweder durch Suspension einer frischen Oberflächenkultur in sterilem aqua dest. oder 
durch Einstellung einer frischen positiven BacT/Alert Kultur auf ein Wachstumsinkrement 
von  200  Reflexionseinheiten.  Zur  Empfindlichkeitstestung  wird  das  Wachstum  eines 
Stammes  in  einer  Antituberkulotika-haltigen  Flasche  (Testflasche)  mit  einer 
Antituberkulotika-freien  Kontrollflasche  verglichen,  die  nur  mit  dem  Hundertstel  des 
Bakterieninokulums der Testflasche (Testinokulum) beimpft  wurde (1%-Kontrolle).  Wenn 
diese 1%-Kontrolle vom Gerät positiv gemeldet wird (typischerweise nach 7 bis 10 Tagen), 
wird der Wachstumsstatus in der Testflasche geprüft. Kein Wachstum bedeutet Sensibilität 
des untersuchten Stammes gegenüber dem Wirkstoff. Wachstum bedeutet – zumindest 
theoretisch -, dass mindestens 1% der Bakterien im Inokulum resistent gegenüber dem 
Wirkstoff  sind.  Typischerweise  führen resistente Stämme schon mehrere  Tage vor  der 
Positivitätsmeldung der 1%-Kontrolle zu einem positiven Wachstumsstatus. Zur Prüfung 
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des  Testinokulums  wird  außerdem  eine  zweite  wirkstofffreie  Kontrollflasche 
(Wachstumskontrolle)  mit  dem  Testinokulum  beimpft,  die  nicht  vor  2,7  Tagen  positiv 
gemeldet werden sollte. 
Die Testkonzentrationen der Antituberkulotika in den Testflaschen sind: INH 1mg/l; RMP 
1mg/l; EMB 2,5mg/l; SM 2mg/l und PZA 50mg/l (bei pH5,5) (Beer et al., 1997).
Für  die  PZA-Testung  muss  das  Kulturmedium  angesäuert  werden,  damit  PZA in  die 
wirksame Pyrazincarbonsäure umgewandelt werden kann. Bei der OT-Methode wird ein 
pH-Wert von 5,5 durch Zugabe einer KH2PO4-Lösung eingestellt. Da sich zeigte, dass bei 
diesem pH-Wert die 1%- Kontrolle häufig unverhältnismäßig spät positiv wird, wurde diese 
Kontrolle  bei  der  PZA-Testung gestrichen.  Das Ende des Untersuchungszeitraums,  an 
dem  der  Wachstumsstatus  in  der  PZA-haltigen  Testflasche  endgültig  beurteilt  wurde, 
wurde wie folgt definiert: 1%-Kontrolle (bei normalem pH) muss positiv sein, Zeitpunkt der 
Positivität in der Wachstumskontrolle (bei pH 5,5) + 3 Tage. Die Testkonzentration von PZA 
wurde mit 50 mg/l festgelegt. 
1.4.4 Besonderheiten der phänotypischen Empfindlichkeitstestung von PZA 
Das Nicotinsäureamidanalogon Pyrazinamid (PZA) ist ein wichtiges Antituberkulotikum in 
der Initialphase der Therapie von Infektionen durch  M. tuberculosis,  M. microti und  M. 
africanum (Zhang et al., 2003). 
Die  Empfindlichkeitstestung  von  M.  tuberculosis mit  PZA  bringt  aus  zwei  Gründen 
Schwierigkeiten mit sich. Zum einen entfaltet PZA seine Wirkung nur in saurem Medium, 
dieses  aber  schränkt  das  Wachstum von  Mykobakterien  zum Teil  erheblich  ein.  Zum 
anderen führt die Verwendung eines zu großen Inokulums (größer 107 Bakterien/ml) zu 
einer erhöhten Ammoniakproduktion, was wiederum zu einer pH-Erhöhung und damit zu  
Inaktivität von PZA führt (Zhang et al., 2003). 
Für  die  Testung  von  PZA  mit  der  Proportionsmethode  auf  festen  Medien  wurden 
verschiedene  Methoden  vorgeschlagen.  Alle  diese  Methoden  haben  jedoch  keinen 
Eingang in die diagnostische Routine gefunden. 
Die DIN  58943-8  schlägt  vor,  statt  PZA bei  saurem pH-Wert die Stellvertretersubstanz 
Nicotinsäureamid bei annähernd neutralem pH zu testen. Anstelle der Wirkprüfung von 
PZA wird jedoch gelegentlich die Pyrazinamidase-Aktivität dieser Stämme getestet. Wird 
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eine Aktivität festgestellt, so wandelt der Stamm das Prodrug in Pyrazincarbonsäure um 
und gilt als PZA-sensibel (McClatchy et al., 1981).
Mit  dem  radiochemischen  Verfahren  BACTEC  460  TB  (Becton  Dickinson)  wurde 
routinemäßig die Empfindlichkeit gegenüber PZA bestimmt. Es wurde dazu ein spezielles 
Middlebrook-Medium  (pH  5,9  bis  6,0  mit  POES  [s.u.])  verwendet.  Die  PZA-
Testkonzentration beträgt 100mg/l, als Referenzkultur dient eine wirkstofffreie Kontrolle mit 
1/10 Inokulum (und nicht wie sonst 1/100 Inokulum). Dieses Verfahren wird auch beim 
MGIT 960-System genutzt. 
Besonderheiten bei der PZA-Testung mit der OT-Methode wurden in den Kapiteln 1 und 
1.4.3 vorgestellt. 
Beim VersaTREK-System werden alle Erstrangantituberkulotika (inkl. PZA) - abgesehen 
von Medienunterschieden - mit derselben Methode untersucht. Angaben zum pH-Wert und 
der Art der Medienzusätze werden nicht gemacht. Die Testkonzentration beträgt 300 mg/l.  
Im BACTEC Verfahren und bei BACTEC MGIT ist Polyoxyethylen Stearat (POES) in der 
PZA-Rekonstitutionslösung enthalten, dies soll ein Verklumpen der Bakterien verhindern 
sowie zu einem verbesserten Wachstum von M. tuberculosis führen (Zhang et al., 2003; 
Miller et al.,1996). Es wurde jedoch herausgefunden, dass POES giftig ist und bei ca. 5% 
der klinischen Isolate das Wachstum bei schwach angesäuertem Medium (pH 6) hemmt 
(Zhang et al.,  2003).  Zudem ist der Inhibitorische Effekt von POES pH-empfindlich, so 
kommen Miller et al. (1996) zu dem Ergebnis, dass M. tuberculosis bei pH 6,8 mit Zugabe 
von POES besser wächst, bei pH 6,0 jedoch schlechter. Trotz dieser Erkenntnisse wird 
POES bei beiden oben genannten Methoden weiterhin zur Empfindlichkeitstestung von 
PZA verwendet (Becton Dickinson, 2009; Martin et al., 2006).
1.4.5 Genotypische Methoden
Die  genotypischen  Methoden  basieren  auf  dem  Wissen  um  die  Genloci  von 
Resistenzmutationen. Die Vorteile der genotypischen Methoden liegen vor allem in einer 
sehr schnellen Detektionszeit,  z.B. MTBDRplus ca. 6 Stunden (Hillemann et al.,  2007). 
Zudem ist der Arbeitsaufwand begrenzt und es werden keine besonderen Geräte für die 
Nutzung benötigt. Somit sind sie vor allem zur schnellen Therapieentscheidung bei der 
Fragestellung,  ob  eine  MDR-Tuberkulose  vorliegt,  von  Vorteil.  Nachteile  der  bisher 
verfügbaren Detektionsmethoden sind, dass mit den verwendeten Testkits nur bestimmte 
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häufige Resistenzmutationen nachgewiesen werden können, und somit unbekannte oder 
nicht getestete Mutationen falsch-negative Ergebnisse liefern. 
In Tabelle 3 sind die bisher bekannten Resistenz-codierenden Gene sowie die Häufigkeit 
der  entsprechenden  Mutation  bei  resistenten  Mutanten  für  wichtige  Antituberkulotika 
aufgeführt. 
Tabelle 3: Übersicht über Resistenz-codierende Gene bei M. tuberculosis
Antituberkulotikum Resistenzgene Geschätzte Häufigkeit 
dieser Mutation (%)
Quellen
INH katG 40-60 Zhang et al., 1992
inhA 20-34 Banerjee et al., 1994
ahpC 10-15 Wilson et al., 1996
kasA 14 Mdluli et al., 1998
ndh 10 Lee et al., 2001
RMP rpoB >95 Telenti et al., 1997b
EMB embCAB 50-65 Telenti et al., 1997a
embB306 k.A. Perdigão et al., 2009
SM rpsL 52-59 Cooksey et al., 1996
rrs 8-21 Katsukawa et al., 1997
PZA pncA 70-97 Martin et al., 2006
Fluorchinolone gyrA, gyrB 75-95 Takiff et al., 1994
Amikacin rrs 75-80 Alangarden et al., 1998
Georghiou et al., 2012eis promoter 9
gidB 17-20
Kanamycin rrs 60 Alangarden et al., 1998
Georghiou et al., 2012eis promoter 22
gidB 17-20
Capreomycin rrs 75 Georghiou et al., 2012
gidB 17-20
eis promoter 5
tlyA 1-3
Cycloserin alrA k.A. Cáceres et al., 1997
(modifiziert nach Niemann et al., 2003 und Riska et al., 2000)
Resistenzmutationen für RMP liegen zu 95% in der Kernregion des rpoB-Gens (Riska et 
al., 2000; Hillemann et al., 2007; Telenti et al., 1997). INH-Resistenzmutationen sind auf  
mehreren Genen in mehreren Regionen des Genoms verteilt.  Zumeist  sind sie in den 
Genen  katG und  inhA und  ahpC  lokalisiert  (Hillemann et  al.,  2007).  Somit  bietet  sich 
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gerade die RMP-Mutation zum genotypischen Nachweis an. 
Kommerziell verfügbare und evaluierte DNA-Assays (line-probe assays) sind der  INNO-
LiPA Rif-Test (Innogenetics N.V. Gent, Belgien) zum Nachweis verschiedener Mutationen 
im  rpoB-Gen  sowie  der  Xpert  MTB/RIF  assay  (Cepheid,  Sunnyvale,  CA,  USA)  zum 
Nachweis  von  Mutationen  im  rpoB-Gen  (Boehme  et  al.,  2011).  Mit  dem GenoType 
MTBDRplus (Hain Lifescience GmbH, Nehren, Deutschland) ist der Nachweis von rpoB, 
katG und inhA möglich (Hillemann et al., 2007), der GenoType MTBDRsl (Hain Lifescience 
GmbH,  Nehren,  Deutschland)  ermöglicht  den  Genotypischen  Nachweis  der 
Zweitrangantituberkulotika, Fluorochinolone, Amikacin und Capreomycin sowie von EMB 
(Hillemann et al., 2009).
Weitere  weitverbreitete  Methoden  zur  Detektion  von  Genommutationen  von 
Tuberkuloseerregern  sind  unter  anderem  real-time-PCR  Tests,  SSCP  (single  strand 
conformational  polymorphism  analysis),  RFLP  (restriction  fragment  length 
polymorphisms),  Heteroduplex  Analyse,  Di-desoxy  fingerprinting  und  DNA-chip 
Hybridisierung (O´Grady et al., 2011; Martin et al., 2007c).
1.5 Evaluierung und Qualitätsprüfung von Methoden zur 
phänotypischen Empfindlichkeitstestung von Tuberkuloseerregern
Wie bereits in Kapitel 1.4.2. ausgeführt, ist die Proportionsmethode die Referenzmethode 
zur Empfindlichkeitstestung von Tuberkuloseerregern. Nach den Ergebnissen in vitro lässt 
sich eine therapeutische Erwartung in vivo ableiten. 
Bei  der  Entwicklung  neuer  Methoden  zur  Empfindlichkeitstestung  von 
Tuberkuloseerregern  werden  die  Untersuchungsbedingungen  (insbesondere  die 
Festlegung  der  Testkonzentrationen)  so  lange  optimiert,  bis  eine  maximale 
Übereinstimmung  der  Ergebnisse  der  neuen  Methode  mit  denjenigen  der 
Proportionsmethode erreicht wird. Auf diese Weise wurden Testkonzentrationen für alle 
modernen Flüssigkultursysteme festgelegt. Leider existieren weltweit keine Empfehlungen 
für  die  Details  bei  der  Entwicklung  und  Evaluierung  neuer  Methoden.  Nach  der 
Dissertation von David (2004) sollten folgende Parameter zur Evaluierung standardisiert 
werden:
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• Grad der Übereinstimmung der Ergebnisse zwischen Referenzmethode und neuer 
Methode; 
• Art der Prüfung und Güte der Reproduzierbarkeit;
• Anzahl der zu testenden Stämme;
• Eigenschaften der zu testenden Stämme (Anteil voll sensibler Stämme, resistenter 
Stämme,  resistente  Labormutanten,  resistente  Patientenstämme,  Resistenzhöhe 
der Stämme);
• Art der multizentrischen Studien und Anzahl der Teilnehmer;
• Vorgehen bei Stämmen, bei denen die Ergebnisse neuerer Methoden mit denen der 
Referenzmethode nicht in Übereinstimmung gebracht werden können.
Außerdem  wäre  es  zum  Vergleich  neuer  Methoden  wünschenswert,  vergleichende 
Untersuchungen am gleichen Stammpanel durchzuführen. 
Wenn mit alten oder neuen Methoden die Empfindlichkeit gegenüber Wirkstoffen getestet 
werden soll,  die  mit  der  Proportionsmethode nicht  getestet  wurden,  bietet  es sich aus 
mykobakteriologischer  Seite  an,  die  MHK-Verteilung  von  Wildstämmen  (ohne 
Resistenzmutation)  und  im  Labor  isolierter  Resistenzmutanten  zu  untersuchen. 
Anschließend ist zu prüfen, ob Testkonzentrationen festgelegt werden können, mit denen 
sensible und resistente Stämme sicher differenziert werden können. 
Der MHK-Wert ist definiert als die niedrigste Konzentration eines Wirkstoffes, bei der unter 
definierten  Bedingungen  innerhalb  einer  festgelegten  Zeitspanne  die  Vermehrung  von 
Bakterien verhindert  wird.  Die Evaluierung von Methoden mittels MHK-Werten hat den 
Vorteil, dass die Präzision der Testergebnisse für jeden einzelnen Wirkstoff abgeschätzt  
werden kann (CLSI, 2011b). 
Zur  Qualitätsprüfung  von  Kulturmedien  und  Testmethoden  werden  verschiedene 
Methoden eingesetzt. Nach DIN 58343-8 ist für die Qualitätsprüfung der wirkstoffhaltigen 
Kulturmedienchargen  zur  Empfindlichkeitsprüfung  die  Bestimmung  der  MHK  der 
Prüfsubstanzen für drei  Mtb.-Kontrollstämme erforderlich, von denen einer  Mtb. H37Rv 
sein muss. Festgelegt wird in der DIN 58343-8 auch, dass Abweichungen von festgelegten 
Soll-MHK-Werten um eine Konzentrationsstufe toleriert werden dürfen, jedoch nicht, wenn 
bei mehr als einem Kontrollstamm die Abweichung vom Sollwert in die gleiche Richtung 
weist.  In  der  Amerikanischen  CLSI-Norm  wird  ein  besonderes  Augenmerk  auf  die 
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Verwendung der  Teststämme gelegt,  die zum einen zur verwendeten Methode passen 
sollen  und  zum  anderen  eine  genetische  Stabilität  besitzen  sollen.  Für  die 
Qualitätskontrolle  sollte  ein  Teststamm  komplett  sensibel  gegen  alle  verwendeten 
Antituberkulotika sein. Dafür wird der Mtb.-Stamm H37Rv, oder der vermeintlich avirulente 
Stamm  H37Ra  empfohlen.  Es  wird  erwähnt,  dass  in  manchen  Laboratorien 
monoresistente Stämme zur Qualitätskontrolle verwendet werden. Bei diesen sollte darauf 
geachtet werden, dass sie ein niedriges Resistenzlevel haben (CLSI, 2011a). 
Zur Qualitätsprüfung der Empfindlichkeitstestung mit der OT-Methode wird empfohlen, die 
MHK-Werte der eingesetzten Antituberkulotika für den Stamm Mtb. H37Rv zu bestimmen. 
Die  Methode  kann  dann  eingesetzt  werden,  wenn  die  ermittelten  MHK-Werte  den 
Sollwerten  entsprechen.  Zur  Evaluierung  neuer  Wirkstoffe  für  das  BACTEC  460  Tb 
ermitteln  Pfyffer  et  al.  (1999)  zunächst  MHK-Werte  der  Wirkstoffe,  um  die 
Testbedingungen sowie die Reproduzierbarkeit  der Ergebnisse festzulegen.  Beer et  al. 
(1997) entwickeln die Empfindlichkeitstestung von Tuberkuloseerregern mit dem MB/BacT-
Kultursystem, indem sie zunächst die MHK-Werte der Standardantituberkulotika für  Mtb. 
H37Rv bestimmen.
Zur  Evaluierung  neuer  Methoden  oder  Etablierung  neuer  Testbedingungen  in  der 
Bakteriologie  werden  MHK-Werte  verwendet.  So  beispielsweise  für  den  Vergleich  von 
Kulturmedien  (Van  Dalfsen  et  al.,  2001),  zur  Auswertung  von  Testparametern  bei  der 
Neueinführung eines Antimykotikums (Müller et  al.,  2001) oder um bei Bordetellen das 
beste  Medium  zur  Anzucht  und  Empfindlichkeitstestung  zu  entwickeln  (Hoppe  et  al., 
1995). 
Schumacher et al. (2001) empfehlen in ihrer Studie, die generelle Verwendung von MHK-
Werten zur Evaluierung von Methoden zur Empfindlichkeitstestung. Sie vergleichen dafür 
die  MHK-Werte  von  Ciprofloxacin  bei  vier  Methoden  zur  Empfindlichkeitstestung  von 
Klebsiella  pneumoniae.  Auch  Heifets  et  al.  (1985)  verwenden  MHK-Werte,  um  die 
Wirksamkeit  des  Antituberkulotikums  Ansamycin  mit  BACTEC  und  mit  der 
Proportionsmethode auf Middlebrook 7H11 zu evaluieren. Den Vergleich von Methoden 
führt auch Gemmel (2001) mit MHK-Werten durch, indem er die antibakterielle Wirkung 
von Linezolid  auf  Kokken mit  E-test  und Agardilutionstest  vergleicht.  Lee et al.  (2004) 
führen den Vergleich zwischen manueller Empfindlichkeitstestung und dem Vitek System 
für Enterococcus faecalis mithilfe von MHK Werten durch. 
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1.6 Heteroresistenz
Heteroresistenz  ist  das  gleichzeitige  Vorkommen  von  sensiblen  und  resistenten 
Populationen eines Erregers in einem Patientenisolat. Heteroresistenzen sind, abgesehen 
von  Erregern  des  Mtb.-Komplex,  unter  anderem  bei  Staphylokokken,  Enterokokken, 
Clostridien, Klebsiellen und Acinetobacter baumanii, bekannt (Huang et al., 2009; van Hal 
et al., 2011; Tenover et al., 2005; Tato et al., 2010; Hung et al., 2012). 
Bei Mtb. ist das Vorliegen von Heteroresistenzen seit Längerem bekannt. Das Wissen um 
Heteroresistenzen  schlägt  sich  in  der  1%-Kontrolle  der  Proportionsmethode  nieder 
(Canetti  et  al.,  1965).  Anzunehmen wäre  also,  dass  eine   Heteroresistenz,  nach  den 
Erfahrungen  mit  der  Monotherapie  zur  Zeit  der  Methodenentwicklung,  erst  bei  einem 
resistenten Anteil  über 1% klinische Bedeutung erlangt. Explizit wird auf die Bedeutung 
von Heteroresistenzen in der Tuberkulosediagnostik erstmalig von Rinder et al. (2001) im 
Zusammenhang  mit  unklaren  Untersuchungsergebnissen  bei  molekularbiologischen 
Methoden hingewiesen. 
Hoffmann-Thiel et al. (2009) konnten zum ersten Mal mithilfe von molekularbiologischen 
Methoden  zwei  unterschiedliche  Ursachen  für  die  Entstehung  von  Heteroresistenzen 
nachweisen. Erstens: Die Infektion mit zwei verschiedenen Stämmen, die unterschiedliche 
Resistenzeigenschaften aufweisen. Zweitens: Das Auftreten von Resistenzmutationen bei 
einem  ursprünglich  sensiblen  Stamm.  Das  heißt,  der  Infektionsstamm  hat  sich  beim 
Patienten in verschiedene Populationen (sensible und resistente) aufgespalten. Letzteres 
könnte als Aussage über eine schlechte Therapiequalität gewertet werden. Zudem wird die 
Heteroresistenz, die durch einen Stamm verursacht wird, als Vorstufe für eine komplette 
Resistenz angesehen. 
Nach Rinder  et  al.  (2001)  sind Heteroresistenzen die  Ursache dafür,  dass Ergebnisse 
molekularbiologischer  Tests,  die  als  direkte  Testungen  durchgeführt  wurden,  andere 
Ergebnisse lieferten als bei später kultivierten Proben. Es ist zu vermuten, dass im Verlauf 
der Kultivierung die sensiblen Populationen angereichert werden (siehe Kap. 1.3).
Das  Vorkommen von  heteroresistenten  Stämmen in  Proben  eines  Patienten  stellt  die 
Methoden  zur  Empfindlichkeitstestung  von  Tuberkuloseerregern  vor  neue  Aufgaben. 
Genau erforscht wird die Fähigkeit zur Entdeckung von heteroresistenten Stämmen aus 
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Patientenisolaten  derzeit  nahezu  ausschließlich  mit  Molekularbiologischen 
Detektionsmethoden. Gerade bei diesen machen sich heteroresistente Patientenisolate in 
falsch  negativen oder  nicht  auswertbaren Testergebnissen bemerkbar  (Karahan et  al.,  
2005; Hoffmann-Thiel et al., 2009).In klinischen Studien fallen heteroresistente Stämme 
dadurch auf, dass sie bei Testwiederholungen zu unterschiedlichen Ergebnissen führen. 
So entdecken Adjers-Koskela et al.  (2003) bei der Evaluation des BACTEC MGIT 960 
zufällig fünf heteroresistente EMB-Stämme.
Im Rahmen der Diskussion über Heteroresistenzen geben Hoffmann-Thiel et al. (2009) an, 
dass der GenoTypeMTBDR eine spezifische Methode zur Detektion von heteroresistenten 
Anteilen über 10% im Patientenisolat ist. Für das INNOLiPA wird eine Detektionsfähigkeit 
zwischen 1 bis 70% für rifampicinresistente Anteile angegeben. Diese richtet sich nach der  
Ausprägung des rpoB Gens und liegt zwischen fast 1% bei vorhandener rpoB-Mutation 
und 70% bei nicht vorhandener rpoB-Mutation (de Oliveira et al., 2003). 
Zur  Frage,  ab  welchem  Anteil  resistenter  Populationen  die  kommerziellen 
Flüssigkulturmethoden Resistenz detektieren, liegen keine Untersuchungen vor.
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2 Material und Methoden
2.1 Materialien
2.1.1 Verwendete Mykobakterienstämme
Tabelle 4 gibt Auskunft über die Herkunft und Resistenzeigenschaften der in dieser Arbeit  
verwendeten Stämme.
 
Tabelle 4: Charakterisierung der in der Arbeit verwendeten Mykobakterienstämme
Kurzbezeichnung Charakterisierung; Herkunft Antituberkulotika-
Empfindlichkeit
Durchgeführte 
Versuche
H37Rv Mtb. H37Rv; IMME voll sensibel 2,3,4
Mbo Mbo. IMM 100; IMME PZA resistent 3
BCG Mbo. BCG, Stamm Connaught; IMME PZA resistent 1,2,3
RV1 Mtb.-Ringversuchsstamm Nr. 422/2; 
INSTAND Ringversuch Januar 2007
voll sensibel 1) 2
RV2 Mtb.-Ringversuchsstamm Nr. 422/4; 
INSTAND Ringversuch Januar 2007
voll sensibel 1) 2
RV3 Mtb.-Ringversuchsstamm Nr. 425/2; 
INSTAND Ringversuch Frühjahr 2007
voll sensibel 1) 2
RV4 Mtb.-Ringversuchsstamm Nr. 425/1; 
INSTAND Ringversuch Frühjahr 2008
voll sensibel 1) 2
RV5 Mtb.-Ringversuchsstamm Nr. 425/2; 
INSTAND Ringversuch Frühjahr 2008
INH resistent 1) 2
RV6 Mtb.-Ringversuchsstamm Nr. 425/3; 
INSTAND Ringversuch Frühjahr 2008
voll sensibel 1) 2
RV7 Mtb.-Ringversuchsstamm Nr. 425/4; 
INSTAND Ringversuch Frühjahr 2008
RMP und SM resistent 1) 2
3105/06 Mtb. 3105/06 Patientenstamm; IMME voll sensibel 2) 2
319/07 Mtb. 319/07 Patientenstamm; IMME voll sensibel 2) 2,3
472/07 Mtb. 472/07 Patientenstamm; IMME voll sensibel 2) 2
163/08 Mtb. 163/08 Patientenstamm; IMME voll sensibel 2) 1
3232/08 Mtb. 3232/08 Patientenstamm; IMME voll sensibel 2) 1
680/08 Mtb. 680/08 Patientenstamm; IMME voll sensibel 2) 1
815/08 Mtb. 815/08 Patientenstamm; IMME voll sensibel 2) 1
864/08 Mtb. 864/08 Patientenstamm; IMME voll sensibel 2) 1
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868/08 Mtb. 868/08 Patientenstamm; IMME voll sensibel 2) 1
RMP-1 Mtb. RMP-1; vorliegende Arbeit 3) RMP resistent, RMP-MHK 
> 8 mg/l
4
INH-1 Mtb. INH-1; vorliegende Arbeit 3) INH resistent, INH-MHK > 
32 mg/l
4
SM-1 Mtb. SM-1; vorliegende Arbeit 3) SM resistent, SM-MHK > 
8mg/l
4
ET-181 Mtb. ET-181 Patientenstamm 
(Tessema et al., 2012)
EMB, PZA und INH 
resistent
4
Mka M. kansasii Patientenstamm; IMME voll sensibel 4) 2
Mgo M. gordonae Patientenstamm; IMME voll sensibel 5) 2
1) entsprechend Ringversuchszertifikaten (Erstrangantituberkulotika)
2) entsprechend IMME Befund (Erstrangantituberkulotika)
3) für diese Arbeit selektionierte Resistenzmutanten von H37Rv; siehe auch Kap. 3.2.3 und 4.3
4) Empfindlich gegenüber INH, RMP, SM, PTH und MOX 
5) Empfindlich gegenüber INH, RMP, SM, PTH, MOX und EMB 
Versuchsnummern: 1: Standardtestungen
2: MHK-Bestimmungen
3: PZA-Optimierung
4: Sensitivität der Erkennung resistenter Anteile
2.1.2 Kulturmedien
Die  Kultivierung  in  Flüssigmedien  erfolgte  in  Mykobakterien-Prozessflaschen  (MP-
Flaschen) der Firma bioMérieux Deutschland GmbH (Nürtingen, Deutschland) aus Glas- 
und Kunststoffmaterial.  Diese Prozessflaschen enthalten modifiziertes Middlebrook 7H9 
Medium.  Das  Medium  in  Glas-  und  Kunststoffflaschen  unterscheidet  sich  nicht. 
Entsprechend der Angaben des Herstellers wurden die MP-Flaschen vor der Kultivierung 
mit jeweils 0,5 ml Rekonstitutionslösung ohne Antibiotika-Zusatz supplementiert.
Als feste Kulturmedien wurden Löwenstein-Jensen (LJ) -Röhrchen (Artelt-Enclit  GmbH, 
Borna,  Deutschland)  verwendet. Nach  Bedarf  wurden  Antituberkulotikahaltige  LJ-
Röhrchen verwendet (INH - 0,25 mg/l, RMP - 32 mg/l, SM - 4 mg/l).
Zur Herstellung von Middlebrook-Platten wurde 7H10 Middlebrook-Medium (BD, Becton 
Dickinson GmbH, Heidelberg, Deutschland) mit Glycerinzusatz verwendet. Supplementiert 
wurde das Medium mit 5% MAS-Lösung von  bioMérieux für Subkulturen, zur Ermittlung 
des  Anteils  resistenter  Mutanten  in  Mischungen;  zur  Mutantenselektion  wurde  dem 
Medium 5% Rekonstitutionslösung (bioMérieux) ohne Antibiotika-Cocktail zugegeben. 
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2.1.3 Antituberkulotika, Wirkstofflösungen
Folgende Antituberkulotika wurden verwendet:
INH (Fatol Arzneimittel GmbH, Schiffweiler, Deutschland), RMP (Fatol), EMB (Fatol), SM 
(Sigma-Aldrich  Chemie  GmbH,  Steinheim,  Deutschland),  PZA  (Sigma-Aldrich),  MOX 
(Bayer AG, Leverkusen, Deutschland), PTH (Fatol).
Die Substanzen wurden entweder direkt in sterilem, destilliertem Wasser oder, bei PTH 
und  RMP,  zunächst  in  Dimethylsulfoxid  (DMSO)  gelöst.  In  letzterem  Fall  wurden  die 
weiteren  Verdünnungen  mit  Wasser  so  hergestellt,  dass  die  DMSO-Konzentration  im 
Kulturmedium <0,1% betrug.  Stammlösungen wurden steril  filtriert  (0,2 µm, hydrophiler 
Filter) und in Aliquoten bei -20°C eingefroren. Dabei wurden, wegen möglicher Adsorption 
des  Wirkstoffes  am  Filter,  ungefähr  die  ersten  10%  des  Filtrats  verworfen.  Die 
Konzentrationen der Stammlösungen wurden so gewählt, dass diese als Gebrauchslösung 
für die höchste benötigte Konzentration im Nährmedium genutzt werden konnte. Weitere 
Gebrauchslösungen wurden durch geometrisches Verdünnen mit Wasser hergestellt.
2.1.4 Geräte
Es wurden sowohl das MB/BacT- als auch das BacT/Alert-3D-System  (bioMérieux) zur 
Bebrütung und Analyse aller  in  dieser  Arbeit  verwendeten Flüssigkulturen genutzt.  Die 
Messprinzipien  und  Kultivierungsbedingungen  sind  beim  MB/BacT  und  BacT/Alert  3D 
identisch. Im weiteren Text wird nur noch der Begriff  der aktuellen Gerätevariante, des 
BacT/Alert 3D benutzt.
Zur pH-Messung wurde das pH-Meter (Mettler-Toledo MP 220, Gießen, Deutschland) mit 
der Elektrode (Mettler  Toledo InLab® 410) entsprechend den Angaben des Herstellers 
verwendet.
2.2 Methoden
2.2.1 Empfindlichkeitstestung und MHK-Bestimmung 
Diese  wurden  prinzipiell  nach  der  OT-Methode  (allerdings  ohne  Berücksichtigung  der 
Angaben  zur  PZA-Testung)  durchgeführt,  wie  in  Kapitel  1.4.3  beschrieben.  Das 
Pipettierschema  zur  PZA-Testung  findet  sich  in  Tabellen  6   und  8  in  Kapitel  2.2.1.2. 
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Methodische Details werden in den folgenden Kapiteln erörtert.
2.2.1.1 Vorbereitung der Kulturflaschen
Vor Zugabe von Rekonstitutionslösung, Wirkstoffen, Bakteriensuspensionen etc. wurden 
die Kulturflaschen visuell  auf Kontaminationen geprüft und die MP-Barcodes mit einem 
universalen Barcode (Generic Code) überklebt (siehe Kap. 2.2.1.4).
2.2.1.2 Pipettierschemata
In den Tabellen 5 bis 7 sind die Pipettierschemata für die Empfindlichkeitstestung für die 
MHK-Bestimmung dargestellt.  Tabelle 8 zeigt das Pipettierschema zur Optimierung des 
pH-Wertes zur PZA-Testung. Erläuterungen zu Ori- und 1%-Bakteriensuspension finden 
sich in Kapitel 2.2.1.3.
Tabelle 5: Pipettierschema zur Standardempfindlichkeitstestung 
Kulturflasche Antituber-
kulotika 
Endkon-
zentration 
(mg/l)
Rekonstitu-
tionslösung 
(ml)
Wirkstoff-
lösung
(ml)
H2O 
(ml)
Ori- Bakterien-
suspension 
(ml)
1%- Bakterien-
suspension 
(ml)
1%-Kontrolle - 0,5 - 0,5 - 0,5
Ori-Kontrolle - 0,5 - 0,5 0,5 -
RMP 1 0,5 0,5 - 0,5 -
INH 1 0,5 0,5 - 0,5 -
EMB 2 0,5 0,5 - 0,5 -
SM 1 0,5 0,5 - 0,5 -
Tabelle 6: Pipettierschema zur Standardempfindlichkeitstestung gegenüber PZA
Kultur-
flasche
Antituber-
kulotika 
Endkon-
zentration 
(mg/l)
Rekonstitu-
tionslösung 
(ml)
Wirkstoff-
lösung
(ml)
wässrige
KH2PO4
(1M; ml)
H2O 
(ml)
Ori-
Bakterien-
suspension 
(ml)
1%- 
Bakterien-
suspension 
(ml)
Ori-Kontrolle 
PZA-Testung
- 0,5 - 2 0,5 0,5 -
PZA 100 0,5 0,5 2 - 0,5 -
Bei  der  MHK-Bestimmung  wurden  typischerweise  sieben  geometrisch  abgestufte 
Konzentrationen (x bis x/64) des jeweiligen Wirkstoffes getestet.
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Tabelle 7: Pipettierschema zur MHK-Bestimmung 
Kulturflasche Antituber-
kulotika 
Endkon-
zentration 
(mg/l)
Rekonstitu-
tionslösung 
(ml)
Wirkstoff (ml) H2O (ml) Ori-Bakterien-
suspension 
(ml)
1%- Bakterien-
suspension 
(ml)
1%-Kontrolle - 0,5 - 0,5 - 0,5
Ori-Kontrolle - 0,5 - 0,5 0,5 -
Konzentration 1 x 0,5 0,5 - 0,5 -
Konzentration 2 x/2 0,5 0,5 - 0,5 -
Konzentration 3 x/4 0,5 0,5 - 0,5 -
Konzentration 4 x/8 0,5 0,5 - 0,5 -
Konzentration 5 x/16 0,5 0,5 - 0,5 -
Konzentration 6 x/32 0,5 0,5 - 0,5 -
Konzentration 7 x/64 0,5 0,5 - 0,5 -
Tabelle 8: Pipettierschema zur Untersuchung der PZA-Wirkung bei Ansäuerung des 
Kulturmediums auf pH 5,9
Kultur-
flasche
PZA
Endkonzen-
tration 
(mg/l)
Rekonstitu-
tionslösung 
(ml)
PZA 
(ml)
KH2PO4 
(0,75M; ml)
H2O 
(ml)
Ori-
Bakterien-
suspension 
(ml)
1%- 
Bakterien-
suspension 
(ml)
1%-Kontrolle - 0,5 - 1 1 - 0,5
Ori-Kontrolle - 0,5 - 1 1 0,5 -
PZA 100 100 0,5 0,5 1 0,5 0,5 -
PZA 200 200 0,5 0,5 1 0,5 0,5 -
PZA 400 400 0,5 0,5 1 0,5 0,5 -
PZA 800 800 0,5 1 1 - 0,5 -
2.2.1.3 Herstellung des Mykobakterieninokulums
Zur Herstellung des Mykobakterieninokulums dienten Kulturen in MP-Flaschen, die seit 
maximal drei Tagen vom Gerät als positiv gemeldet waren, oder Kulturen auf Löwenstein-
Jensen-Medium in der aktiven Wachstumsphase. 
Die Flüssigkultur wurde eine Minute lang gevortext, der Inhalt der Flasche in ein Röhrchen 
überführt und für mindestens 10min. stehengelassen, damit sich große Schwebeteilchen 
absetzen  können.  Danach  wurde  der  Überstand  vorsichtig  abpipettiert  und  die 
Bakteriensuspension  gegebenenfalls  durch  Zugabe  von  steriler  physiologischer 
Kochsalzlösung  auf  die  Dichte  von  McFarland  0,5  bis  1  eingestellt.  Damit  liegt  die 
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sogenannte  Ori-Bakteriensuspension (Ori-Kontrolle)  für  die  Empfindlichkeitstestung vor. 
Die ebenfalls benötigte sogenannte 1%-Bakteriensuspension (1%-Kontrolle) erhält man, 
indem  die  Ori-Bakteriensuspension  mit  physiologischer  Kochsalzlösung  auf  1:100 
verdünnt wird.
Ist  die  Vorkultur  auf  Löwenstein-Jensen-Medium  angesetzt  worden,  so  werden  die 
Kolonien mit einem Wattetupfer aufgenommen und in ein Röhrchen mit physiologischer 
Kochsalzlösung übertragen. Die Bakterien werden zuerst am Rand verrieben um größere 
Klumpen im Röhrchen zu vermeiden (nach DIN 58943-8; Kap. 7.2). Wenn die Trübung 
eine ausreichende Bakteriendichte hinweist, wird das Röhrchen verschlossen und wie die  
Flüssigkultur behandelt.
2.2.1.4 Einladen der Kulturflaschen ins BacT/Alert 3D
Zur Bebrütung und Wachstumsanalyse wurden die Flaschen in das BacT/Alert 3D als MB 
(Mycobacteria Blood)-Flasche eingegeben.
2.2.1.5 Auswertung
Zum Zeitpunkt, an dem die 1%-Kontrollflasche vom BacT/Alert 3D als positiv ausgewiesen 
wird,  wird  der  vom  Gerät  gemeldete  Wachstumsstatus  in  den  Testflaschen 
(Wirkstoffflaschen) dokumentiert. Für die Standardtestung gilt, dass vom Gerät als positiv 
erkanntes  Wachstum  in  den  Testflaschen  zu  diesem  Zeitpunkt  Resistenz  bedeutet, 
ausbleibendes Wachstum dagegen Sensitivität.  Im Falle der MHK-Bestimmung wird die 
Flasche mit der niedrigsten Konzentration, die zu diesem Zeitpunkt noch keine Positivität 
aufwies, als MHK-Wert festgelegt. Die Testung gilt als valide, wenn in der Ori-Kontrolle 
Positivität  nicht  vor  2,7 Tagen  dokumentiert  wurde  und  wenn  in  den  gewachsenen 
Flaschen kein Hinweis auf Kontamination vorliegt. Außerdem wurde bei der Bestimmung 
der MHK-Werte der Konzentrationsbereich (ggf. durch Wiederholungsuntersuchungen) so 
gewählt,  dass  bei  mindestens  zwei  Konzentrationen  Wachstum  und  Hemmung 
festzustellen war. 
2.2.2 Herstellung, Prüfung und Empfindlichkeitstestung von 
Mischpopulationen mit unterschiedlichen Anteilen resistenter Stämme
Die Durchführung der Empfindlichkeitstestung von Mischpopulationen wurde in gleicher 
Weise durchgeführt  wie die Standardtestung (Kap. 2.2.1).  Als Inokulum wurden jedoch 
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Mischungen  des  sensiblen  Stammes  Mtb.  H37Rv  und  resistenten  Stämmen 
unterschiedlicher  Mischungsverhältnisse  benutzt.  Pro  Mischung  und  Antituberkulotikum 
wurden  jeweils  drei  Flaschen  (1%-Kontrolle,  Ori-Kontrolle,  Testflasche)  untersucht.  Es 
wurden  nicht  in  allen  Untersuchungen  alle  angegebenen  Mischungsverhältnisse 
untersucht.  Wenn  nicht  anders  angegeben,  wurde  das  Mischungsverhältnis  durch 
Kultivierung auf geeigneten Festmedien überprüft.
In Tabelle 9 ist  das Schema zur Herstellung der verschiedenen Mischungsverhältnisse 
zwischen  Mtb.  H37Rv und  resistentem  Stamm  (INH-1,  RMP-1,  SM-1  und  ET  181) 
dargestellt.
Tabelle 9: Pipettierschema zum Herstellen der verschiedenen Mischungen zwischen 
resistentem Stamm (R) und H37Rv 
Name Anteil R 
(%)
Mtb.
(Ori)
(ml)
Mtb.
(Ori 1:10)
(ml)
Mtb.
(Ori 1:100)
(ml)
R
(Ori) 
(ml)
R
(Ori 1:10)
(ml)
R
(Ori 1:100) 
(ml)
H2O
(ml)
MIX1 0 2 - - - - - 1
MIX2 1 1 - - - - 1 -
MIX3 5 0,95 - - - 0,5 - 0,55
MIX4 10 0,9 - - - 1 - 0,1
MIX5 20 0,8 - - 0,2 - - 1
MIX6 50 0,5 - - 0,5 - - 1
MIX7 90 - 1 - 0,9 - - 0,1
MIX8 99 - - 1 1 - - -
MIX9 100 - - - 1 - - 1
Die Einstellung der Ori-Bakteriensuspension auf annähernd gleiche Keimdichte erfolgte 
auf  Basis  der  zum  Zeitpunkt  der  Entnahme  der  Vorkulturen  (BacT/Alert-3D-
Flüssigkulturen)  erreichten,  am  System  ablesbaren  Reflexionseinheiten.  Die 
Reflexionseinheiten  korrelieren  gut  mit  der  erreichten  Keimzahl.  Zur  Überprüfung  der 
Mischungsverhältnisse  wurde  bei  drei  Versuchen  ein  Verfahren  gewählt,  das  an  die 
Proportionsmethode angelehnt ist: Von ausgewählten Mischungen wurde jeweils 0,1ml der 
logarithmischen Verdünnungen 10-2, 10-3 und 10-4 in wirkstofffreie und wirkstoffhaltige LJ-
Röhrchen gegeben, vier Wochen bei 37°C bebrütet und dann der Anteil der resistenten 
Population in der Stammlösung bestimmt. 
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2.2.3 Isolierung und Charakterisierung von Mutanten
Bei der Isolierung von RMP- und SM-Mutanten des Stammes Mtb. H37Rv kam folgendes 
Verfahren  zum  Einsatz:  Kultivierung  des  Ausgangsstammes  in  BacT/Alert-3D-
Flüssigkulturen,  die  zusätzlich  mit  0,5ml  1%  TWEEN  80  supplementiert  wurden. 
Konzentrierung positiver Kulturen durch Zentrifugation (Keimzahl ca. 1010/ml). Bespateln 
von supplementierten Middlebrook-7H9-Platten, die entweder 1mg RMP/l oder 1mg SM/l 
enthalten,  mit  0,1ml  dieser  konzentrierten  Bakteriensuspension  und  vier-  bis 
sechswöchige Bebrütung bei 37°C in einer zehnprozentigen CO2-Atmosphäre.
Zur Herstellung der INH-Mutante wurde ein anderes Verfahren verwendet: Röhrchen mit 
jeweils  4ml  von  supplementiertem  Medium  aus  MP-Flaschen,  dem  zusätzlich  INH 
zugegeben wurde (Endkonzentration 1mg/l) wurden mit jeweils 0,2ml einer  Mtb. H37Rv-
Suspension  (McFarland2)  beimpft  und  vier  Wochen  bei  37°C  bebrütet.  Bewachsene 
Röhrchen wurden auf INH-haltigen Middlebrook-Platten (1mg/ml) ausgestrichen. 
Einzelne Kolonien, die auf den Antituberkulotikahaltigen Middlebrook-Platten gewachsen 
waren,  wurden  zweimal  über  Antituberkulotikafreie  Nährmedien  passagiert  und 
anschließend  hinsichtlich  der  jeweiligen  Resistenzeigenschaft  (inkl.  MHK-Wert) 
charakterisiert.  Für  die  weiteren  Untersuchungen  wurde  jeweils  eine  Mutante  pro 
Phänotyp ausgewählt (RMP-1, INH-1, SM-1).
2.2.4 Genotypische Charakterisierung der Mutanten
Die  Stämme  RMP-1  und  INH-1  wurden  mittels  GenoType®  MTBDRplus 12  (Hain 
Lifescience  GmbH,  Nehren,  Deutschland)  entsprechend  Arbeitsanleitung  genetisch 
charakterisiert.
37
3 Ergebnisse
3.1 Eignungsprüfung von Prozessflaschen aus Plastik zur 
Empfindlichkeitstestung von Mykobakterien mit der OT-Methode
3.1.1 Bestimmung der MHK ausgewählter Wirkstoffe von Stämmen des Mtb.-
Komplexes und NTM-Stämmen
Um  zu  prüfen,  ob  das  Material  der  Prozessflaschen  die  Ergebnisse  der 
Empfindlichkeitsprüfungen beeinflusst, wurden die MHK von sechs antimykobakteriellen 
Wirkstoffen (INH, RMP, EMB, SM, PTH und MOX) für neun Mtb.-Stämme, den Mbo. BCG 
Stamm Connaught sowie für je einen Stamm von Mka. und Mgo. vergleichend mit Glas- 
und Plastikprozessflaschen  ermittelt. Die dabei erhaltenen Ergebnisse werden in Tabelle 
10 dargestellt.
Tabelle 10:  Vergleich  der  MHK-Werte  von  antimykobakteriellen  Wirkstoffen  für 
Mykobakterienstämme,  die  in  Prozessflaschen  aus  Glas  bzw.  Plastik  ermittelt 
wurden
Stamm
MHK (mg/l)
INH RMP EMB SM PTH MOX
Glas Plastik Glas Plastik Glas Plastik Glas Plastik Glas Plastik Glas Plastik
Mtb. 0,25 0,25 0,125 0,125 1 1 0,5 0,5 0,25 0,25 0,125 0,125
RV1 0,25 0,25 0,063 0,032 1 1 0,25 0,25 0,5 0,5 0,25 0,125
RV2 0,25 0,5 0,125 0,125 0,063 0,032 0,25 0,25 0,5 0,5 0,25 0,125
RV3 0,25 0,5 0,125 0,06 1 1 0,125 0,125 - - - -
RV4 0,25 0,25 0,016 0,016 1 1 0,25 0,25 - - - -
RV5 >2 >2 0,125 0,125 0,5 0,5 0,125 0,25 - - - -
RV6 0,125 0,25 0,016 0,016 1 1 0,25 0,25 - - - -
RV7 0,25 0,25 >1 >1 1 1 >1 >1 - - - -
472/07 0,25 0,5 0,063 0,063 1 0,5 0,25 0,25 0,5 0,5 0,125 0,25
BCG 0,5 0,5 0,032 0,016 1 1 0,063 0,063 1 2 0,063 0,063
Mka 2 4 0,063 0,063 - - 0,5 0,5 0,5 0,5 0,063 0,063
Mgo 2 2 2 2 2 2 1 2 4 2 0,063 0,125
(Abweichende Ergebnisse zwischen den Flaschenarten sind grau unterlegt. 
„-“ = nicht untersucht.)
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Es zeigt sich, dass die ermittelten MHK in 40 von 61 Vergleichsuntersuchungen zwischen 
Glas-  und  Plastikflaschen  übereinstimmen.  Bei  18  Vergleichsuntersuchungen 
unterschieden sich die Werte lediglich um eine Verdünnungsstufe. In drei Fällen ist kein 
MHK-Vergleich möglich, da die Stämme hier resistent sind und nicht versucht wurde, die 
MHK-Werte zu ermitteln.
In Tabelle 11 werden die zwölf beobachteten Unterschiede der MHK- Werte für die Mtb.- 
Stämme in den beiden Flaschentypen analysiert. Ohne Berücksichtigung des gewählten 
Antituberkulotikums  zeigt  sich,  dass  die  zwölf  diskrepanten  MHK durch  jeweils  sechs 
Verringerungen  als  auch  sechs  Erhöhungen  (um  eine  geometrische  Stufe)  bedingt 
werden. Auffallend ist jedoch, dass im Falle von INH alle vier Diskrepanzen durch eine 
Erhöhung der MHK in den Plastikflaschen bedingt werden. Bei den anderen Wirkstoffen ist 
die Zahl der Abweichungen zu klein, um Tendenzen zu erkennen. 
In  allen  zwölf  Untersuchungen,  bei  denen  unterschiedliche  MHK  mit  Glas-  und 
Plastikflaschen ermittelt wurden, hätte sich keine unterschiedliche qualitative Bewertung 
der  Empfindlichkeit  der  Stämme  ergeben,  weil  die  MHK  stets  unter  der  jeweiligen 
Testkonzentration der OT-Methode liegen.
Tabelle  11:  Analyse  der  unterschiedlichen  MHK-Werte  für  Mtb.-Stämme  bei  der 
Verwendung von Prozessflaschen aus Glas bzw. Plastik
Antimykobakterieller 
Wirkstoff
(Anzahl der 
Untersuchungen)
Glas-Plastik-Vergleichsgruppen
Anzahl 
übereinstimmender 
MHK-Werte
Anzahl 
unterschiedlicher 
MHK-Werte
Höhere MHK bei 
Glasflaschen
Höhere MHK bei 
Plastikflaschen
alle Wirkstoffe 41 12 6 6
INH (8) 4 4 0 4
RMP (8) 6 2 2 0
EMB (9) 7 2 2 0
SM (8) 7 1 0 1
MOX (4) 1 3 2 1
3.1.2 Routinelabortestung von Mtb.-Stämmen gegen 
Erstrangantituberkulotika
In der Routinelabortestung wurden sechs Mtb.-Stämme sowohl in MP-Flaschen aus Glas 
als auch Plastik auf ihre Empfindlichkeit gegenüber den Erstrangantituberkulotika getestet. 
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Die  Testbedingungen  entsprachen  auch  bezüglich  des  PZA  der  ursprünglichen  OT-
Methode. In den 30 Vergleichen zwischen Glas- und Plastikflaschen in der Routinetestung 
erwiesen sich alle Proben als sensibel gegenüber den Erstrangantituberkulotika (Tabelle 
12). Ein Unterschied zwischen den beiden Flaschenarten ergab sich in keiner Messung.
Tabelle 12: Vergleich von Glas- und Plastikflaschen für Empfindlichkeitstestungen 
aus der Laborroutine 
Bewertung
Stamm Flaschen-material  INH RMP SM  EMB  PZA
323/08
Glas S S S S S
Plastik S S S S S
163/08
Glas S S S S S
Plastik S S S S S
680/08
Glas S S S S S
Plastik S S S S S
868/08
Glas S S S S S
Plastik S S S S S
864/08
Glas S S S S S
Plastik S S S S S
815/08
Glas S S S S S
Plastik S S S S S
(Die PZA-Testkonzentration betrug 50mg/l. Durch Zugabe von 2ml 1M KH2PO4 wurde der pH-Wert auf 5,5 
abgesenkt)
3.2 Optimierung der Methode zur PZA-Testung
Die ursprüngliche OT- Methode zur PZA-Testung sollte so verändert werden, dass auch 
hierbei eine 1%-Kontrolle zur Begrenzung des Untersuchungszeitraums benutzt werden 
kann (siehe Kap. 1.4.4). Diese Untersuchungen wurden ausschließlich mit Plastikflaschen 
durchgeführt, da zukünftig nur noch diese Flaschen zur Verfügung stehen. 
Zunächst wurde untersucht, wie stark das Wachstum in den Kontroll-Flaschen durch den 
pH-Wert im Kulturmedium beeinflusst wird. In Abb. 1 ist dargestellt wie sich die pH-Werte 
des  Mediums  in  der  Flasche  durch  Zugabe  unterschiedlicher  Mengen  unterschiedlich 
konzentrierter KH2PO4-Lösungen verändern.
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Jede pH-Wert Messung wird dreimal wiederholt. Die drei Kurven für die 0,75M KH2PO4-
Lösung wurde mit drei unterschiedlichen Chargen der Lösung bestimmt; in Abb. 1 ist der 
Mittelwert der Dreifachmessung eingetragen.
Abb.  1: Einfluss  unterschiedlicher  Zugabemengen  von  KH2PO4-Lösung 
unterschiedlicher  Konzentrationen  auf  den  pH-Wert  des  Kulturmediums  von 
Plastikprozessflaschen
Als  Nächstes  wurde  untersucht,  wie  stark  der  Einfluss  des  pH-Wertes  auf  die 
Detektionszeit  (TTD)  für  die  Ori-  und  1%-Kontrolle  für  Mtb.  H37Rv  und  Mbo. bei 
verschiedenen pH-Werten im Kulturmedium ist. Es zeigt sich, dass bei  Mtb. H37Rv erst 
bei pH 5,5 eine besonders starke Beeinträchtigung des Wachstums resultiert (nach OT-
Methode  empfohlener  pH-Wert).  Zwischen  pH  5,8  und  6,0  ist  die  Beeinflussung  des 
Wachstums vergleichsweise gering. Bei Mbo. ist noch bei pH 5,8 insbesondere für die 1%-
Kontrolle  eine  starke  Beeinträchtigung  des  Wachstums  festzustellen,  vergleichsweise 
gering bei 5,9 und 6,0.
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Tabelle 13. Einfluss des pH-Wertes des Kulturmediums auf die TTD bei der Ori- und 
1%-Kontrolle von Mtb. und Mbo. 
pH-Wert Menge und Konzentration 
von KH2PO4
TTD 1%-Kontrolle 
(Tage)
TTD Ori-Kontrolle 
(Tage)
Mtb. Mbo. Mtb. Mbo.
6,71 - 6,2 7,6 2,7 4,0
6,03 1ml 0,5M 8,0 10,2 3,7 4,3
5,87 1,5ml 0,5M 9,0 11,8 4,0 5,2
5,77 2ml 0,5M 9,0 14,3 4,0 5,8
5,47 2ml 1M 16,2 18,1 5,8 12,7
Auf  der  Grundlage  des  guten  Wachstums  beider  Stämme  bei  pH  5,9-  sowie 
zwischenzeitlich  von  anderen  Anbietern  von  Empfindlichkeitstests  erhaltenen 
Informationen zur  PZA-Testung (Bactec  MGIT 960,  Versa TREK)  wurden die  weiteren 
Untersuchungen bei pH 5,9 durchgeführt. In Tabelle 14 wurden bei diesem pH-Wert die 
Effekte  verschiedener  PZA-Konzentrationen  auf  das  Wachstum  verschiedener  Mtb.-
Stämme sowie auf Mbo. und BCG dargestellt. Zur Ansäuerung auf pH 5,9 wurde 1 ml 0,75 
KH2PO4 zugesetzt.  Primäres Ziel  dieser  Untersuchungen war  es,  eine geeignete Test-
Konzentration  zur  Unterscheidung  von  PZA-sensiblen  Stämmen  (Mtb.)   und  PZA-
resistenten Stämmen (Mbo., BCG) zu finden. Somit werden bei pH 5,9 die Mtb.-Stämme 
ab einer PZA-Konzentration von 100 mg/l  gehemmt, während die beiden Mbo-Stämme 
selbst bei 800 mg/l keine Wachstumshemmung zeigten. Erwartungsgemäß bestätigte sich 
auch, dass bei diesem pH-Wert alle untersuchten Stämme akzeptable TTD-Werte auch 
bei  der  1%-Kontrolle  aufweisen.  Dass der  Mbo. BCG-Stamm vergleichsweise schlecht 
wächst, ist bekannt. 
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Tabelle 14: Orientierende Bestimmung der PZA-Empfindlichkeit bei pH 5,9: TTD 
von Ori- und 1%- Kontrollen sowie bei 100, 200, 400 und 800 mg PZA/l 
Stamm
TTD (Tage) *) **)
1% Ori PZA 100 PZA 200 PZA 400 PZA (800)*)
H37Rv 9,5 5,0 12,7 >20 >20 >20
260-1 6,3 4,5 >17,5 >17,5 >17,5 >17,5
263-2 7,1 4,4 >17,5 >17,5 >17,5 >17,5
M. bovis 10,2 4,3 - - 4,2 4,0
M. bovis BCG 16,0 6,2 7,0 8,0 9,0 8,0
(„-“ bedeutet nicht untersucht)
*) Ein Wert >n bedeutet kein Wachstum nach n Tagen.
**) Die  PZA-Konzentration  von  800mg/l  wurde  durch  Zugabe  der  doppelten  Menge  der  PZA 
Lösung eingestellt, die zur Erzielung der Konzentration von 400mg/l erforderlich ist; dadurch ergibt 
sich eine wirkliche Konzentration von 767mg/l
3.3 Sensitivität der Empfindlichkeitstestung des BacT/Alert-3D-Systems 
bei Mischpopulationen
Um  festzustellen  wie  hoch  der  Anteil  resistenter  Stämme  in  Mischpopulationen  mit 
sensiblen  Stämmen  sein  muss,  damit  mittels  OT-Methode  diese  resistenten  Stämme 
erkannt  werden,  wurden  artifizielle  Mischungen  des  sensiblen  Stammes  H37Rv  mit 
unterschiedlichen Anteilen resistenter Stämme hergestellt. Bei den zugemischten RMP-, 
INH- und SM-resistenten Stämmen handelt es sich um spontane Mutanten des Stammes 
H37Rv. Eine EMB-Mutante konnte nicht selektioniert werden, weswegen der Mtb.-Stamm 
ET 181 verwendet wurde. Dieser ist EMB, PZA und INH resistent.
Die  Stämme  RMP-1  und  INH-1  wurden  mit  GenoType  MTBDRplus  auf  die  genaue 
Lokalisation der Resistenzmutationen untersucht. Dabei zeigte sich, dass die Rifampicin-
Resistenz  auf  eine  Mutation  des  Codons  531  des  rpoB Gens  zurückzuführen  ist. 
Phänotypisch war RMP-1 Rifampicin-resistent mit einer MHK > 8mg/l.
Beim Stamm INH-1 konnte weder im  katG- noch im  inhA-Gen eine Mutation gefunden 
werden. Phänotypisch ist der Stamm INH-resistent mit einer MHK > 32mg/l. 
Der Stamm ET 181 ist ein Mtb.- Patientenstamm aus Äthiopien und wurde von Tessema et 
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al. (2012) phänotypisch und genotypisch untersucht. Die oben beschriebenen Resistenzen 
wurden durch erneute Testung für diese Arbeit bestätigt.
In den Tabellen 15 bis 18 sind die Ergebnisse der Untersuchungen von unterschiedlichen 
Mischungen des sensiblen H37Rv mit den aufgeführten resistenten Stämmen dargestellt. 
Die Testkonzentrationen der Antituberkulotika entsprachen den Standardkonzentrationen 
der  OT-Methode.  In  den  Tabellen  ist  der  Anteil  der  resistenten  Mutante,  die 
Detektionsdauer  für  die  beiden  Kontrollen  (Ori  und  1%)  und  die  Antituberkulotika-
enthaltende Testflasche sowie die Interpretation der Ergebnisse (S, R) aufgeführt. Beim 
Soll-Anteil  handelt  es  sich  um  den  durch  geeignete  Mischung  von  Flüssigkulturen 
angestrebten  Anteil  des  resistenten  Stammes.  Der  Ist-Anteil  wurde  durch  direkte 
Bestimmung  des  Anteils  des  resistenten  Stammes  wie  in  Kapitel  2.2.2  beschrieben 
bestimmt. Für jede einzelne Mischung von sensiblem und resistentem Stamm wurden die 
beiden Kontrollflaschen mitgeführt und der Interpretation zugrunde gelegt, um den Einfluss 
möglicher  Unterschiede  der  Keimzahlen  der  Ausgangssuspensionen,  methodischer 
Schwankungen  und  der  Wachstumsgeschwindigkeiten  der  beiden  Stämme  auf  die 
Ergebnisse zu minimieren.
Tabelle 15: Untersuchungen zum Nachweis unterschiedlicher Anteile von RMP-1 in 
Mischkulturen mit H37Rv 
Soll-
Anteil 
RMP-1 
(%)
V1 V2 V3
Detektionsdauer 
(Tage) Interpre-
tation
Detektionsdauer 
(Tage) Interpre-
tation
Detektionsdauer 
(Tage) Interpre-
tation
Ori 1% RMP Ori 1% RMP Ori 1% RMP 
0 4,2 6,3 - S 4,7 8,7 - S 4,7 9,2 - S
1 4,5 6,7 10,0 S 5,5 9,2 10,2 S 5,3 9,3 10,2 S
10 4,3 7,5 7,3 R 5,3 9,3 8,2 R 5,2 9,2 7,8 R
50 4,7 7,3 5,5 R 5,5 9,5 6,2 R 5,2 9,8 5,8 R
90 5,0 8,2 5,0 R 5,7 9,7 5,5 R 5,2 10,0 5,5 R
99 5,2 8,2 5,2 R 5,7 11,3 5,8 R 5,7 9,2 5,5 R
100 4,7 8,6 4,7 R 5,2 9,5 5,0 R 4,8 9,5 5,0 R
(V1-V3 = unabhängige Versuche; RMP = RMP-Testflasche; „-“ = kein Wachstum [Abbruch der Untersuchung 
nach 18 Tagen])
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Bei  den  Versuchen  mit  der  RMP-Mutante  (siehe  Tab.  15)  wurde  in  allen  Fällen  die 
Mischung mit einem resistenten Anteil von 10, 50, 90, 99 und 100% als resistent erkannt,  
die Mischungen mit 1% resistentem Anteil wurden als sensibel bewertet. Es fällt auf, dass 
die Detektion von Positivität bei 10% Anteil der RMP-Mutante erst kurz vor dem Ende des 
regulären Untersuchungszeitraums (Positivität der 1%-Kontrolle) erfolgte. Ab 50%-Anteil 
von RMP-1 wird die RMP-Flasche gleichzeitig mit der Ori-Kontrolle oder Bruchteile eines 
Tages nach ihr positiv. Bei 1%igem Anteil der RMP-Mutante konnte Positivität immerhin 
noch 0,9 bis 3,3 Tage nach Ende des Untersuchungszeitraums festgestellt werden, was 
nicht  auf  Unzulänglichkeiten  der  Methode  zurückzuführen  ist  (siehe  Ansätze  ohne 
Resistenzmutante). Normalerweise wird die Untersuchung bei Positivität der 1%-Kontrolle 
abgebrochen, sodass diese Beobachtung nicht gemacht worden wäre. 
In  den  drei  Versuchen  zu  Mischpopulationen  mit  der  Mutante  INH-1  und  H37Rv 
unterschieden  sich  die  Ergebnisse  des  BacT/Alert-3D-Systems  bezüglich  der 
Detektionsfähigkeit von resistenten Anteilen. In Versuch V1: INH wurde das Inokulum bis 
zu einem resistenten Anteil von 10% als sensibel interpretiert, in Versuch V2: INH wurde 
das Inokulum mit 1% resistenten Anteil bereits als resistent interpretiert, in Versuch V3: 
INH wurde das Inokulum bis zu einem resistenten Anteil von 5% als sensibel bewertet. 
Tabelle 16: Untersuchungen zum Nachweis unterschiedlicher Anteile von INH-1 in 
Mischkulturen mit H37Rv 
Soll- 
Anteil 
INH-1 
(%)
V1 V2 V3
Detektionsdauer 
(Tage) Interpre-
tation
Detektionsdauer 
(Tage) Interpre-
tation
Ist- 
Anteil 
INH-1
(%)
Detektionsdauer 
(Tage) Interpre-
tation
Ori 1% INH Ori 1% INH Ori 1% INH
0 4,8 7,2 17,3 S 5,3 9,2 - S 0 4,0 6,8 - S
1 5,0 7,2 9,2 S 5,0 8,2 8,2 R 0,3 4,0 7,7 9,3 S
5 4,8 7,2 7,7 S 5,3 9,5 7,5 R (2,0) 4,0 7,2 8,2 S
10 5,2 7,2 7,3 S 5,2 8,7 7,0 R 5,2 4,2 8,3 7,0 R
20 4,8 7,0 6,7 R 5,3 8,3 6,2 R (8,0) 4,2 7,0 6,3 R
100 5,3 8,3 5,3 R 5,2 9,5 5,3 R 100 5,0 8,7 5,2 R
(Ist-Anteile  von  INH-1  in  Klammern  wurden  aus  dem  Mittelwert  der  beiden  Untersuchungsergebnisse 
errechnet. „-“ = kein Wachstum; „INH“ = INH-Testflasche; Abbruch der Untersuchungen nach 18 Tagen)
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Bei einer der drei Untersuchungen von Mischpopulationen mit INH-1 wurde der tatsächlich 
erreichte Anteil (Ist-Anteil) des resistenten Stammes ermittelt. Es zeigte sich, dass der Ist-
Anteil  um  den  Faktor  2  vom  Sollwert  abweicht,  was  akzeptabel  erscheint.  Bei  der 
Reinkultur von INH-1 zeigt sich, dass die INH-Testflasche nur Bruchteile eines Tages nach 
der Ori-Kontrolle positiv wird. Ab Absinken des INH-1 Anteils auf 20% nähert sich der Wert 
schon deutlich demjenigen für  die  1%-Kontrolle  an.  Bei  10% Anteil  von INH-1 wird in 
einem von drei Fällen der resistente Stamm laut Standardprotokoll nicht mehr erkannt, 
weil  die INH-Testflasche erst  0,1 Tag nach Ende des Untersuchungszeitraumes positiv 
wird. Bei 1%igem Anteil wird die Resistenz ebenfalls bei einem von drei Versuchen nicht 
erkannt.  In  diesem  Fall  wird  die  INH-Testflasche  aber  gerade  noch  zum 
Untersuchungsabschluss positiv. Die INH-Flasche mit 0,3% Ist-Anteil INH-1 wird erst 1,6 
Tage nach dem regulären Untersuchungszeitraum positiv. 
In beiden Versuchen zur Detektionsgenauigkeit des BacT/Alert-3D-Systems mit SM-1 und 
Mtb. wurde ein Anteil der resistenten Mutante von 1% noch nicht als resistent interpretiert,  
ab einem resistenten Anteil von 5% wurde in beiden Versuchen die Resistenz entdeckt.
Tabelle 17: Untersuchungen zum Nachweis unterschiedlicher Anteile von SM-1 in 
Mischkulturen mit H37Rv 
Soll-Anteil 
der SM-
Mutante 
(%)
V1 V2
Ist-Anteil 
der SM-
Mutante
(%)
Detektionsdauer 
(Tage) Interpre-
tation
Ist-Anteil 
der SM-
Mutante
(%)
Detektionsdauer (Tage) Interpre-
tation
Ori 1% SM Ori 1% SM
0 0 3,8 7,5 - S 0 4,7 8,5 - S
1 2,2 3,8 7,0 7,2 S (2,4)* 4,7 7,8 8,0 S
5 (8) 4,0 7,2 6,2 R (12) 4,7 7,5 6,3 R
10 12,5 4,2 7,0 5,4 R 24 4,3 7,5 5,7 R
20 (32) 4,0 7,5 4,8 R (48) 4,3 7,8 5,2 R
100 100 3,8 7,2 3,8 R 100 4,2 7,7 4,2 R
(Ist-Anteile von SM-1 in Klammern wurden aus dem Mittelwert der Untersuchungsergebnisse errechnet; [„*“ 
= direkte Bestimmung des Anteils nicht auswertbar]; „-“ = kein Wachstum; „SM“ = SM-Testflasche; Abbruch 
der Untersuchungen nach 18 Tagen) 
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Zu  beiden  Versuchen  wurde  der  Ist-Anteil  der  SM-Mutante  im  Mischungsverhältnis 
bestimmt. Dabei weicht der Ist-Anteil bei V1 um den Faktor 1,6 vom Soll-Anteil ab und bei 
V2 um Faktor 2,4. Diese Abweichungen erscheinen akzeptabel. Ein Soll-Anteil bis 5% wird 
in  beiden  Versuchen  erkannt.  Nach  Standardprotokoll  kann  eine  Mischpopulation  mit 
einem resistenten Soll-Anteil von 1% (entspricht 2,2% bzw. 2,4% Ist-Anteil) gerade nicht 
mehr erkannt werden. In beiden Versuchen wird die Testflasche 0,2 Tage nach der 1%-
Kontrolle positiv. 
In  Tabelle  18  sind  die  Versuche  mit  dem  mehrfach  resistenten  Mtb.-Stamm  ET 181 
aufgeführt. Es wird je ein Versuch zur Detektion von verschiedenen Anteilen EMB, PZA 
und  INH  in  Mischsuspensionen  mit  H37Rv durchgeführt.  Aufgrund  der  bekannten 
Schwierigkeiten der Detektion von EMB-Resistenzen wurde zusätzlich noch ein Anteil von 
20% und 50% resistenter Mutante getestet. Die Testung der PZA-Resistenz erfolgt bei pH 
5,9 mit PZA 200 entsprechend der in dieser Arbeit entwickelten neuen Testparameter. 
Tabelle 18: Untersuchungen zum Nachweis unterschiedlicher Anteile von ET 181 in 
Mischkulturen mit H37Rv mit den Antituberkulotika INH, EMB und PZA
Soll-
Anteil 
ET 181 
(%)
V1 V2 V3
Detektionsdauer 
(Tage)
Inter-
pretation
Detektionsdauer 
(Tage)
Interpre-
tation
Detektionsdauer 
(Tage)
Interpre-
tation
Ori 1% INH Ori 1% EMB Ori 1% PZA 
0 5,5 11,7 - S 5,6 10,2 - S 6,0 11,7 - S
1 6,0 11,5 11,5 R 5,7 12,5 - S 6,0 12,2 11,5 R
5 6,3 10,8 10,4 R 5,2 9,5 - S 5,0 12,4 12,0 R
10 6,0 11,0 10,5 R 5,2 10,3 - S 5,8 12,0 8,3 R
20 6,0 12,4 8,7 R 6,0 11,0 16,7 S * 11,5 7,5 R
50 5,8 12,9 5,5 R 7,0 11,3 12,2 S 5,6 11,7 6,7 R
100 6,2 12 5,7 R 6,3 11,0 10,0 R 6,5 11,9 6,7 R
(„-“ = kein Wachstum; „*“ = Kultur kontaminiert; „INH“, „EMB“ und „PZA“ = INH-, EMB-, und PZA-Testflasche;  
Abbruch der Untersuchungen nach 18 Tagen) 
In  den  Versuchen  mit  den  Wirkstoffen  INH  und  PZA  gelingt  ein  Nachweis  von 
Mischpopulationen bereits ab einem Anteil von 1% resistenter Mutante. Dabei wird bei der 
Testung mit INH die Testflasche zum gleichen Zeitpunkt positiv wie die 1%-Kontrolle. Sie 
wird als resistent gewertet. 
47
Bei  der  Testung  mit  dem Wirkstoff  EMB kann nur  der  100%ige  Anteil  an  resistentem 
Stamm sicher nachgewiesen werden. Auch dieser zeigt  erst  kurz vor der 1%-Kontrolle 
Positivität. Bei einem Anteil von 50% ist bereits deutlich ein Wachstum des Stammes unter 
Vorhandensein von EMB zu verzeichnen. Die 1%-Kontrolle wird nach 11,3 Tagen positiv, 
der resistente Stamm erst nach 12,2 Tagen. Damit würde dieser trotz Wachstum unter 
Zugabe von EMB als sensibel bewertet werden. 
Um die Testergebnisse zu verifizieren wird der Versuch mit EMB noch zweimal wiederholt.  
Auch bei den Wiederholungsversuchen kann eine Resistenz erst bei 100% resistentem 
Anteil nachgewiesen werden. Betrachtet man die Wachstumskurven kann allerdings bei 
den Mischkulturen schon ab 20% und 50% resistentem Anteil ein Wachstum der Kultur in 
Anwesenheit von EMB festgestellt werden. 
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4 Diskussion
4.1 Eignung der Plastikflaschen für die Empfindlichkeitstestung
Die  Prozessflaschen  zur  Anzüchtung  von  Mykobakterien  sowie  zur 
Empfindlichkeitstestung von Tuberkuloseerregern mit  dem BacT/Alert-3D-System waren 
ursprünglich  Glasflaschen.  Aufgrund  der  Fragilität  des  Glasmaterials  und  den  damit 
verbundenen  Infektionsrisiken  entwickelte  bioMérieux Prozessflaschen,  die  aus  einem 
Plastikverbundstoff  bestehen.  Seit  2006 werden nur  noch diese Plastikprozessflaschen 
produziert. Seitens der Abteilung Forschung/Entwicklung von bioMérieux in Durham (North 
Carolina/ USA) wird die Meinung vertreten, dass das Plastikmaterial der Prozessflaschen 
eine  Empfindlichkeitstestung  von  Tuberkuloseerregern  behindere  (J.  Beer,  pers. 
Mitteilung).  Auch  aus  diesem  Grund  stellte  bioMérieux seine  Aktivitäten  zur 
Empfindlichkeitstestung von Tuberkuloseerregern ein, da mit den Plastikflaschen nur eine 
Anzüchtung, nicht aber die Empfindlichkeitstestung möglich sei. 
Da am Institut für Medizinische Mikrobiologie und Infektionsepidemiologie der Universität 
Leipzig (IMME) die OT-Methode entwickelt wurde und langjährige gute Erfahrungen mit  
dem  BacT/Alert-System  vorliegen,  wurde  in  dieser  Arbeit  untersucht,  ob  eine 
Empfindlichkeitstestung  von  Tuberkuloseerregern  nach  der  OT-Methode  auch  mit  den 
Plastikprozessflaschen möglich ist. 
Die  Art  der  Evaluation  der  Plastikflaschen  hinsichtlich  ihrer  Eignung  zur 
Empfindlichkeitstestung  von  Tuberkuloseerregern  orientiert  sich  an  der  Methode  zur 
Qualitätskontrolle bei der OT- und der Proportionsmethode nach DIN 58943-8. Es wurden 
vergleichend  für  Glas-  und  Plastikprozessflaschen  die  MHK-Werte  verschiedener 
Wirkstoffe  für  ausgewählte  Mtb.-Komplex-  und  zwei  NTM-Stämme  ermittelt  und 
verglichen. 
Auf den Vergleich von MHK-Werten in Glas- und Plastikprozessflaschen mit PZA wurde 
verzichtet, weil die Methode zur PZA-Testung von Grund auf überarbeitet werden sollte  
(siehe Kap. 3.2).
Es  wurden  insgesamt  61  Vergleichsuntersuchungen  mit  sechs  antituberkulotisch 
wirksamen  Substanzen  (INH,  RMP,  EMB,  SM,  PTH  und  MOX)  und  zwölf 
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Mykobakterienstämmen (neun Mtb., ein Mbo. BCG, ein Mka. und ein Mgo.) durchgeführt. 
Dabei  stimmen  die  MHK-Werte  bei  43  Vergleichsuntersuchungen  überein.  In  18 
Untersuchungen unterscheiden sich die MHK-Werte lediglich um eine Verdünnungsstufe, 
wobei in keinem Fall dadurch unter den bisherigen Standardtestbedingungen eine falsche 
qualitative Interpretation der Empfindlichkeit resultiert hätte. In drei Fällen handelte es sich 
um gegen den zu testenden Wirkstoff resistente Stämme. Hier wurden keine MHK-Werte 
bestimmt,  sondern  es  wurde  mit  beiden  Flaschentypen  die  Resistenz  gleichermaßen 
bestätigt.
Es wurden auch zwei nicht-tuberkulöse Mykobakterienstämme (Mgo., Mka.) sowie  Mbo. 
BCG mit den sechs Antituberkulotika getestet. Hierbei wurden die positiven Ergebnisse mit 
den Tuberkulosestämmen bestätigt.
Von  41  Untersuchungen,  die  mit  Mtb. durchgeführt  wurden,  zeigt  sich  bei  zwölf  ein 
geringfügig  abweichender  MHK-Wert  in  der  Testung  zwischen  Glas-  und 
Plastikprozessflasche um eine Verdünnungsstufe. Ohne Berücksichtigung des gewählten 
Antituberkulotikums zeigt sich, dass in sechs von zwölf Fällen mit abweichendem MHK bei  
Verwendung der Glasflaschen ein höherer Wert ermittelt wurde und in den anderen sechs 
Fällen in Plastikflaschen. Auffällig ist jedoch gerade bei der Testung von INH, dass von 
acht  getesteten  Stämmen  vier  in  der  Testung  einen  MHK-Unterschied  um eine  Stufe 
aufweisen, wobei der höhere MHK-Wert jedes Mal in der Plastikflasche gemessen wurde.  
Die Ursache hierfür könnte in einer Bindung des Wirkstoffes an die Plastikwandung der 
Prozessflaschen  sein.  Da  der  bestimmte  MHK-Wert  jedoch  in  jedem  Fall  unter  der 
Standardtestkonzentration für INH mit der OT-Methode lag und somit für die qualitative 
Beurteilung  der  Empfindlichkeit  keine  Bedeutung hatte,  wurde diese Problematik  nicht 
weiter  verfolgt.  Auch  bei  externen  Qualitätskontrollen  wurden  keine  falsch-resistenten 
Ergebnisse für das INH ermittelt  (siehe unten). Bei allen anderen abweichenden MHK-
Werten fiel keine Systematik auf.
In  Tabelle  19  werden  die  Ergebnisse  der  am  IMME  durchgeführten  INSTAND-
Ringversuche  zur  Empfindlichkeitstestung  von  Tuberkuloseerregern  für  Frühjahr  2009, 
Herbst 2009, Frühjahr 2010 und Frühjahr 2011  zusammengefasst. Diese wurden für die 
Wirkstoffe INH, RMP, EMB und SM nach der OT-Methode aber mit Plastikprozessflaschen 
durchgeführt. Die PZA-Empfindlichkeitstestung erfolgte nach der in der vorliegenden Arbeit 
entwickelten Methode mit Plastikprozessflaschen (siehe Kap. 4.2).
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Tabelle  19: Ergebnisse  des  IMME  bei  vier  INSTAND-Ringversuchen  zur 
Empfindlichkeitstestung von Mtb.-Stämmen
Wirkstoff Überein-
stimmung 
Sollwert: S
Nicht-
Übereinstimmung 
Sollwert: S
Überein-
stimmung 
Sollwert: R
Nicht-
Übereinstimmung 
Sollwert: R
INH 15 0 4 0
RMP 14 0 5 0
EMB 17 1* 1 0
SM 15 0 4 0
PZA 17 0 2 0
(„*“ = Ergebnis nur mit Vorbehalt übermittelt, weil der Stamm sehr schlecht wuchs)
Die  in  der  vorliegenden  Arbeit  vorgestellten  Untersuchungsergebnisse  zum  Vergleich 
zwischen  Glas-  und  Plastikprozessflaschen  sowie  der  in  den  Jahren  2009  bis  2011 
erfolgreich  mit  Plastikprozessflaschen  durchgeführten  INSTAND-Ringversuche  zeigen, 
dass die Verwendung von Plastikprozessflaschen zur Empfindlichkeitstestung bei der OT-
Methode von Tuberkuloseerregern ohne Probleme möglich ist. 
Die Untersuchungsergebnisse mit dem  BCG-Stamm  erlauben es, auf eine ganz andere 
Problematik hinzuweisen. Nach der Biostoffverordung und der amerikanischen CLSI-Norm 
sollen  zur  Qualitätskontrolle  wann  immer  möglich  avirulente  Stämme  herangezogen 
werden. Deswegen empfiehlt  die NCCLS die Verwendung des vermeintlich avirulenten 
Stammes Mtb. H37Ra (CLSI, 2011a). Für die OT-Methode könnte entsprechend der hier 
vorgestellten  Ergebnisse  die  MHK-Bestimmung  von  Mbo. BCG  zur  Qualitätskontrolle 
herangezogen werden. Lediglich die PZA-Resistenz des Stammes macht ihn ungeeignet 
zur Qualitätskontrolle der PZA-Testung.
4.2 Optimierung der Methode zur Empfindlichkeitstestung von PZA
Wie in der Literaturübersicht in Kapitel 1.4.4 beschrieben, sind zur Empfindlichkeitstestung 
von  PZA  bei  allen  Methoden  Modifikationen  der  Standardmethode  (Ansäuern  des 
Mediums,  Zugabe  von  POES  (MGIT),  Vergleich  mit  einer  10%-Kontrolle)  eingeführt 
51
worden.  Auch  für  die  Bewertung  der  Ergebnisse  von  PZA-Testungen  wurden  andere 
Algorithmen  eingeführt.  Darüber  hinaus  wurde  bei  Anwendung  der  alten  OT-Methode 
festgestellt, dass ca. 20% der Stämme bei pH 5,5 nur unzureichend wuchsen (J. Beer, 
pers. Mitteilung ).
Es  sollte  deshalb  untersucht  werden,  ob  durch  die  Erhöhung  von  pH-Wert  und  PZA-
Konzentration,  die  PZA-Testung  in  der  gleichen  Weise  wie  bei  den  anderen 
Antituberkulotika  bei  der  OT-Methode  durchgeführt  werden  kann  (1%-Kontrolle  als 
Endpunkt des Untersuchungszeitraumes). Bei der Entwicklung der neuen OT-Variante zur 
PZA-Testung wurden ausschließlich Plastik-Prozessflaschen benutzt.  
Es wird festgestellt, dass 
• bei pH 5,9 und einer PZA-Testkonzentration von 200 mg/l eine Unterscheidung von 
PZA-resistenten und -sensiblen Tuberkulosestämmen gut und zuverlässig möglich 
ist,
• das Wachstum der untersuchten Tuberkulosestämmen in den 1%-Kontrollflaschen 
ausreichend  gut  war,  um diese  Kontrolle  zur  Bestimmung  des  Endpunktes  der 
Untersuchung zu nutzen. 
Der  gewählte  pH-Wert  von  5,9  wird  durch  Zugabe  einer  praktikablen  Menge 
Kaliumdihydrogenphosphatlösung erziehlt (1 ml 0,75M KH2PO4). Nach Entwicklung dieser 
Methode  wurde  die  Bestimmung  von  PZA-Resistenz  im  IMME  nur  noch  nach  dieser 
Methode  durchgeführt.  Seitdem sind  die  INSTAND-Ringversuche  Frühjahr  und  Herbst 
2009  sowie  Frühjahr  2010  und  2011  im  IMME  durchgeführt  worden.  Bei  19  PZA 
Bestimmungen der vier Ringversuche lag jede Bestimmung richtig. Die Ergebnisse sind in 
Tabelle 19 in Kapitel 4.1 dargestellt. 
Dieser,  jetzt  für  das BacT/ALERT-3D-System gewählte  pH-Wert  entspricht  demjenigen 
vom BACTEC 460TB und BACTEC MGIT 960. Dort wird eine PZA-Endkonzentration von 
100mg/l verwendet (Becton Dickinson, 2009). VersaTREK (vormals ESP culture systems) 
verwendet einen pH-Wert von 5,9 bis 6,0 und eine PZA-Endkonzentration von 300 mg/l  
(LaBombardi, 2002). Sowohl beim VersaTREK als auch beim BACTEC MGIT 960 werden 
den Flaschen der PZA-Testung spezielle Wachstumsfaktoren zugesetzt (POES). Womit 
bei diesen Systemen Ansäuerung erfolgt, wird nicht angegeben. 
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Die neue OT-PZA-Testmethode ist die einzige, bei der das Kulturmedium (abgesehen vom 
pH-Wert) im Vergleich zur Testung der anderen Wirkstoffe nicht verändert ist und vor allem 
auch die Bestimmung des Untersuchungszeitraums - wie sonst bei der Methode üblich - 
mit einer 1%-Kontrolle erfolgt. Beim BACTEC 460TB und beim BACTEC MGIT 960 wird 
im Gegensatz zur sonstigen Testdurchführung mit einer 10%-Kontrolle gearbeitet.
4.3 Detektion von geringen Anteilen resistenter Mutanten mit 
Flüssigkulturmethoden
Bei  der  OT-Methode  zur  Empfindlichkeitstestung  von  Tuberkuloseerregern  gilt  die 
sogenannte  1%-Kontrolle  als  Endpunkt  der  Messung.  Dies  resultiert  aus  der 
Proportionsmethode nach Canetti  et  al.  (1963),  die zeigte,  dass ab einem bestimmten 
Anteil  von resistenten Stämmen im Patientenstamm die Rezidivrate nach Monotherapie 
stark ansteigt. Bei der Proportionsmethode wird die  kritische Proportion (Definition siehe 
Kapitel  1.4.2) zur  Bewertung  der  zu  erwartenden  klinischen  Wirksamkeit  eines 
Antituberkulotikums  beziehungsweise  zur  Bestimmung  des  resistenten  Anteils  in  der 
Einsaat  herangezogen.  Für  RMP,  INH,  SM  und  PAS  gilt,  dass  ab  1%  resistenten 
Stammanteilen gegen einen der genannten Wirkstoffe, der Patientenstamm als resistent 
gilt (kritische Proportion 1%). Bei weniger stark wirkenden Mitteln wie PTH und CSE, die 
immer als zusätzliche Mittel verabreicht werden, ist die kritische Proportion 10%.
Die  DIN-Variante  der  Proportionsmethode  interpretiert  die  Ergebnisse  etwas  anders. 
Wachstum von 1% (10%) des Inokulums: resistent; Wachstum von weniger als 1% (10%) 
des  Inokulums:  Grenzfall;  kein  Wachstum  bei  einem  Inokulum  von 30  bis  120*102 
KbE/Teströhrchen: sensibel.
Bei  der  Entwicklung  von  Flüssigkultursystemen  zur  Empfindlichkeitstestung  von 
Tuberkuloseerregern wurde, in Anlehnung an die Proportionsmethode eine 1%-Kontrolle 
zur  Interpretation  der  Ergebnisse  genutzt.  Dabei  ist  jedoch  zu  beachten,  dass  die 
Flüssigkulturverfahren  nicht  den  Anteil  von  KbE  erfassen,  sondern  den  Anteil  an 
Stoffwechselaktivität. 
Beim BACTEC 460TB wird die Stoffwechselaktivität in der Testflasche mit derjenigen einer 
Kontrollflasche verglichen, die nur mit 1% des Bakterieninokulums der Testflasche beimpft 
wurde. Bei der OT-Methode mit dem BacT/Alert-3D-System und bei BACTEC MGIT 960 
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endet  der  Zeitraum  der  Wachstumsuntersuchung  in  der  Testflasche,  wenn  die  1%-
Kontrolle  als  positiv  detektiert  wird  (für  die  PZA-Testung  gelten  teilweise  andere 
Regelungen  –  siehe  Kapitel  4.2).  Diese  Festlegungen  gründen  sich  darauf,  dass 
angenommen  werden  kann,  dass  zum  Zeitpunkt  der  Positivität  der  1%-Kontrolle  ein 
1%iger  resistenter  Anteil  in  einer  Mischkultur  auch  in  der  Testflasche  aufgrund  seiner 
Stoffwechselaktivität detektiert werden müsste. 
Zweifel  an  der  Detektionsfähigkeit  von  1%  resistenten  Anteilen  durch  die 
Flüssigkulturmethoden gründen sich auf folgenden Überlegungen: 
• Das  Wachstum  der  Einzelkomponenten  einer  Mischkultur  muss  nicht  dem 
Wachstum der Reinkulturen dieser Einzelkomponenten entsprechen.
• Resistente  Mutanten  können  wegen  des Fitnessdefizits  (siehe Kapitel  2.2)  eine 
geringere Wachstumsgeschwindigkeit aufweisen als der sensible Ausgangsstamm
• Bei der Testkonzentration des Antituberkulotikums werden auch resistente Stämme 
geringfügig in ihrem Wachstum behindert.
Aus  diesen  Gründen  widmet  sich  dieser  Teil  der  Arbeit  der  Frage,  welcher  Anteil  
resistenter Tuberkulosebakterien in einer Mischpopulation mit der OT-Methode detektiert 
werden  kann.  In  dieser  Arbeit  wird  von  der  „Detektionsfähigkeit  resistenter  Anteile“ 
gesprochen,  weil  der  naheliegende  Begriff  „Sensitivität“  bei  der  Evaluierung  von 
Empfindlichkeitstestungen  für  die  Beurteilung  der  Fähigkeit  zum  Nachweis  resistenter 
Rein-Stämme besetzt ist (Tortoli et al., 2002). 
Zur Herstellung von Mischungen aus resistenten und sensiblen Stämmen wurden von Mtb. 
H37Rv  isogene  Spontanmutanten  mit  Monoresistenz  gegenüber  RMP,  INH  und  SM 
selektioniert. Isogene  Stämme  waren  für  diese  Untersuchung  wünschenswert,  um 
unbekannte Konkurrenzeffekte in der Mischkultur weitgehend auszuschließen. Spontane 
EMB-Mutanten vom Stamm H37Rv zu isolieren, gelang nicht. Dies korrespondiert auch 
mit der Seltenheit von Patientenstämmen, die eine EMB-Monoresistenz aufweisen (Shen 
et al.,  2007; Jain et al.,  2008). Aus diesem Grund wurde für die Untersuchungen zum 
Nachweis  EMB-resistenter  Stämme  in  Mischkulturen  der  polyresistente  Mtb. 
Patientenstamm ET 181 ausgewählt,  der gegen EMB, aber auch gegen INH und PZA 
resistent  ist  (Tessema  et  al.,  2012).  Bei  der  genotypischen  Untersuchung  der 
Spontanmutanten mit dem GenoType MTBDRplus konnte die RMP-Mutante genotypisch 
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charakterisiert werden, nicht jedoch die INH-Mutante (siehe Kap. 3.3). Die Sensitivität des 
GenoType Kits zur Charakterisierung von INH-resistenten Stämmen ist generell schlechter 
als bei der Identifizierung von RMP-resistenten Stämmen (Van Rie et al., 2001). Bergval et  
al. (2009) berichten, dass im Labor isolierte INH-Mutanten genotypisch meist nicht den 
INH-resistenten Patientenstämmen entsprechen. 
In  den  Versuchen  wurden  resistente  Mutanten  bzw.  Stämme  in  unterschiedlichen 
prozentualen Anteilen mit dem Stamm H37Rv gemischt und nach der OT-Methode mit 
Kontrollflasche,  1%-Kontrolle  und  wirkstoffhaltiger  Testflasche  bebrütet.  Bei  einigen 
Versuchen wurde das angestrebte Mischungsverhältnis direkt überprüft. Der Unterschied 
zwischen Soll- und Ist-Werten lag bei Faktor 2 und ist somit akzeptabel. 
In  den  drei  Versuchen  mit  der  RMP-resistenten  Mutante  wurden  in  jedem  Fall  die 
Mischungen mit 1% resistentem Anteil  als sensibel bewertet. Ein resistenter Anteil  von 
10% wurde in jedem Fall erkannt. 
Bei  den  drei  Versuchen  mit  der  INH-resistenten  Mutante  waren  die  Ergebnisse  nicht 
einheitlich. In einem Versuch konnte die INH-Resistenz erst auf 20%-Anteil nachgewiesen 
werden,  allerdings  wurde  bei  der  10%-Mischung  der  Nachweis  der  Resistenz  knapp 
verfehlt. Im zweiten Versuch konnte bei 1%-Anteil der INH-Mutante eine Resistenz gerade 
noch erkannt werden. Im dritten Versuch, bei dem der Ist-Anteil der INH-Mutante geprüft  
wurde, war ein Anteil von 5% nachweisbar. Bei der Untersuchung der Mischpopulation mit 
dem polyresistenten Stamm ET-181 war die INH-Resistenz bei 1% bis 10%igem Anteil des 
Stammes  gerade  noch  nachweisbar.  Alle  diese  Ergebnisse  zusammenfassend  kann 
vermutet werden, dass es nicht sicher gelingt, einen 1%igen Anteil eines INH-resistenten 
Stammes zu detektieren.
Auf der Grundlage von zwei Untersuchungen von Mischungen von H37Rv mit der SM-
Mutante  zeigte  sich,  dass  erst  bei  5% Anteil  der  Mutante  die  Streptomycin-Resistenz 
sicher detektiert wird. 
Bezüglich des Nachweises der EMB-Resistenz zeigte sich, dass nur bei der Reinkultur 
des Stammes ET-181 die EMB-Resistenz nachweisbar ist;  schon bei einem Anteil  des 
Stammes von 50% versagte die Detektion der EMB-Resistenz. Dass dieses Phänomen 
nicht durch ein falsches Mischungsverhältnis bedingt ist, zeigt sich dadurch, dass die im 
gleichen Versuch untersuchte Detektion der  INH- und PZA-Resistenz dieses Stammes 
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sogar noch bei 1%-Anteil (wenn auch nicht sicher) möglich war. 
Mit dem Stamm ET-181 wurde auch die Detektion der PZA-Resistenz in Stammgemischen 
untersucht. Bei einem Anteil von 1% und 5% konnte die PZA-Resistenz detektiert werden, 
allerdings wurden die Testflaschen erst kurz vor Ende der Untersuchungszeit positiv. Bei  
Schwankungen des Inokulums könnte das leicht zu Falschsensitivität führen. Ab einem 
10%igen Anteil dürfte eine sichere Detektion möglich sein. 
Es zeigt  sich also bei  allen untersuchten Erstrangantituberkulotika, dass der Nachweis 
einer  resistenten  Teilpopulation  im  Teststamm  mit  der  OT-Methode  nur  dann  sicher 
möglich ist, wenn deren Anteil >1% der Gesamtpopulation ist. Wobei das Beispiel mit der 
EMB-Resistenz zeigt, dass unter Umständen der Anteil deutlich höher sein muss als 1%. 
Die  Erklärung dafür  ist  am ehesten darin  zu suchen,  dass die  EMB-Testkonzentration 
einen wachstumshemmenden Effekt auf den EMB-resistenten Stamm hat (Madison et al., 
2002).  Es  liegt  nahe  zu  vermuten,  dass  resistente  Stämme,  deren  Detektion  in  der 
Testflasche erst kurz vor Ablauf der Untersuchungszeit erfolgt, als Teilpopulation mit einem 
sensiblen  Stamm generell  nur  schlecht  zu  erfassen  sind.  Damit  gelingt  die  Detektion 
resistenter  Teilpopulationen  mit  der  OT-Methode  schlechter  als  mit  der 
Proportionsmethode.  Aber  auch  dort  kann  bei  deutlich  geringerer 
Wachstumsgeschwindigkeit resistenter Stämmen deren Detektion deutlich erschwert sein. 
Es kann vermutet werden, dass die Detektionsfähigkeit von resistenten Anteilen bei den 
anderen modernen Flüssigkultursystemen nicht besser als bei der OT-Methode ist, weil sie 
nach ähnlichem Prinzip arbeiten. In einer Studie von Heifets et al. (1999b) zur Entwicklung 
einer  Methode  zur  Empfindlichkeitstestung  von  BACTEC  460TB  wird  die  Vermutung 
geäußert, dass eine Detektion von resistenten Anteilen in einem Patientenisolat bei 1% 
noch  nicht  sicher  möglich  ist.  Die  Arbeit  von  Tarrand  und  Gröschel  (1985),  aus  den 
Anfangsjahren der BACTEC 460TB-Ära, die vom Titel her („Evaluation of the BACTEC 
Radiometric  Method  for  Detection  of  1%  Resistant  Populations  of  Mycobacterium 
tuberculosis“) eine diesbezügliche Einschätzung des Systems erwarten lässt, kommt zu 
keinen verlässlichen Aussagen. Es fehlen vor allem die Beurteilung von Stammgemischen 
unterschiedlicher quantitativer Zusammensetzung nach der Standardmethode für dieses 
Gerätesystem. 
Im Zusammenhang mit der in der letzten Zeit stärker in den Fokus gerückten Problematik  
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der Heteroresistenz (Rinder et al., 2001; Nikolayevskyy et al., 2009) wurden Methoden zur  
genetischen Detektion von Resistenzmutationen bei  Mtb. auf ihre Detektionsfähigkeit bei 
Mischkulturen untersucht. Es zeigte sich dabei, dass die resistente Population einen Anteil 
von 5% bis 20% haben muss, um nachgewiesen werden zu können (Hillemann et al., 
2005, Chakravorty et al., 2011).
Die  modernen  Flüssigkultursysteme  und  genotypischen  Methoden  zur 
Empfindlichkeitstestung von Mtb. sind zwar deutlich schneller als die Proportionsmethode, 
aber ihre Fähigkeiten zur Detektion von resistenten Populationen sind bislang schlechter. 
Welche Bedeutung es hat, wenn ein Anteil resistenter Populationen in einer Mischkultur 
nicht mehr ab 1%-Anteil, sondern erst ab 10% erkannt wird, ist bislang nicht abzusehen. 
Auf jeden Fall sollten alle Methoden zur Empfindlichkeitstestung nicht nur hinsichtlich ihrer 
Sensitivität  (richtige Erkennung resistenter  Stämme)  und Spezifität  (richtige  Erkennung 
sensibler Stämme), sondern auch hinsichtlich ihrer Fähigkeit, resistente Teilpopulationen 
zu erkennen, charakterisiert werden. 
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In dieser Arbeit wird die Methodik der Empfindlichkeitstestung von Tuberkuloseerregern 
mithilfe  des  BacT/Alert-3D-Systems  (bioMérieux)  re-evaluiert  und  optimiert.  Ein 
Schwerpunkt wird dabei  auf den Vergleich zwischen Kulturflaschen aus Plastikmaterial 
und aus Glas gerichtet. Dazu werden insgesamt 61 vergleichende MHK-Bestimmungen 
mit diesen beiden Flaschentypen durchgeführt, wobei sechs Antituberkulotika (INH, RMP, 
EMB,  SM,  PTH  und  MOX)  -  sowie  zwölf  Mykobakterienstämme  (davon  neun  Mtb.) 
untersucht werden. Die MHK-Werte stimmen in 40 Vergleichsuntersuchungen überein, in 
lediglich  18  Untersuchungen  unterscheiden  sie  sich  um  eine  geometrische 
Verdünnungsstufe, was als nicht relevant betrachtet wird. Bei drei Untersuchungen wird 
ein resistenter Stamm in beiden Flaschentypen gleichermaßen erkannt. Bei Betrachtung 
der zwölf abweichenden Ergebnisse bei den  Mtb.-Stämmen ohne Berücksichtigung des 
gewählten  Antituberkulotikums  zeigt  sich,  dass  diese  durch  jeweils  sechs  MHK-
Verringerungen  in  der  Plastikflasche  als  auch  sechs  MHK-Erhöhungen  in  der 
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Plastikflasche  bedingt  werden.  Auffällig  ist  jedoch,  dass  im  Falle  von  INH  alle  vier  
Diskrepanzen durch eine Erhöhung der MHK in den Plastikflaschen bedingt werden. Seit  
Eingang  der  hier  vorgestellten  Ergebnisse  wurden  die  Plastikprozessflaschen  in  der 
Laborroutine des IMME, sowie in INSTAND-Ringversuchen zwischen Frühjahr 2009 und 
Frühjahr 2011 mit gutem Erfolg verwendet.
Des  Weiteren  wird  in  dieser  Arbeit  eine  Optimierung  der  bisherigen  Methode  der 
Empfindlichkeitstestung von Tuberkuloseerregern gegenüber Pyrazinamid (PZA) mit dem 
BacT/Alert-3D-System  vorgeschlagen.  Bei der  bisherigen  Methode  wurde  auf  die 
Verwendung  der  Kontrollflasche  zur  Festlegung  der  Untersuchungszeit  bei  der  PZA-
Testung verzichtet,  weil  der erniedrigte pH-Wert ein unverhältnismäßig langsames oder 
gar  fehlendes Wachstum bewirkt.  Durch Optimierung von pH-Wert  (pH 5,9)  und PZA-
Testkonzentration  (200 mg/l)  wird  erreicht,  dass  die  PZA-Testung  nach  der  gleichen 
Methode  durchgeführt  werden  kann,  wie  sie  auch  bei  den  anderen  Antituberkulotika 
praktiziert wird. 
In  einem  weiteren  Schwerpunkt  dieser  Arbeit  soll  mit  dem  BacT/Alert-3D-System  - 
stellvertretend für die auf dem Markt befindlichen kommerziellen Flüssigkultursysteme - 
untersucht werden, welche Sensitivität sie zur Detektion geringer Anteile resistenter Klone 
in  einem  Mtb.-Isolat  hat.  Dazu  wird  durch  Beimischung  unterschiedlicher  Anteile 
resistenter Mutanten (RMP, INH und SM), sowie resistenter Stämme (INH, PZA und EMB) 
zu dem vollempfindlichen Referenzstamm H37Rv ermittelt, ab welchem Anteil resistente 
Klone bei der praktizierten Methode (OT-Methode) sicher erkannt werden. Es zeigt sich, 
dass bei einem resistenten Anteil von 1% in der Kultur die Resistenz noch nicht sicher 
nachgewiesen werden kann.
Abstract:
The purpose of  this  paper  is  to  optimize and reevaluate the methods of  susceptibility 
testing of M.tuberculosis with the BacT/Alert 3D System (bioMérieux). The key aspect was 
the comparison between culture bottles from glass between those made out of  plastic 
material.  Therefore 61 comparative MIC-tests were carried out, with six antituberculous 
drugs (INH, RMP; EMB, SM, PTH and MOX) and twelve mycobacterial strains (nine Mtb.)  
in order to compare the MIC in the two different bottle types. The MIC of 40 comparative 
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tests between plastic culture bottles were identical to those in glass material. Only 18 test  
results deviated between the two bottle types. In each of those tests the discrepancy was 
only one degree of dilution, which is considered as not relevant.  Resistant strains were 
found in three tests,  with no difference between glass and plastic bottles.  The deviant 
twelve results of Mtb. strains show a six times higher MIC-value in plastic bottles and a six 
times lower MIC in plastic bottles. In the case of the substance INH all four discrepant  
results  had a higher MIC in the plastic bottle.  Since these results were known by the 
Institut  für  Medizinische  Mikrobiologie  und  Infektionsepidemiologie  of  the  University 
Leipzig, it was consequently used with good results in the laboratory routine, as well as in 
external quality control (INSTAND-Ringversuche 2009 to 2011).
The second topic of this study was to optimize the current method of susceptibility testing  
of  Mtb. concerning pyrazinamide (PZA). In the current method the low pH of the dilution 
(5.5)  with  the  resulting  weak  growth  of  the  strains  forced  the  laboratory  assistant  to 
abandon the 1% control bottle as endpoint of measurement. The new and optimized pH of 
5.9 and a concentration of PZA of 200 mg/l allows the susceptibility testing of PZA with the 
same method as practiced for the other antituberculous drugs.
Yet another focus of this study was the sensitivity of the BacT/Alert 3D System to detect 
heteroresistant clones in the mycobacterial broth. Resistant clones and fully susceptible 
Mtb. strain (H37Rv) were mixed in different percentages and susceptibility testing was 
performed. It could be shown, that a secure detection of resistant clones is not possible at 
a percentage 1% of resistant clones in the culture.
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